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PREFÁCIO

A biotecnologia baseia-se em conhecimentos multidisciplinares fortemente 

associados às ciências naturais e exatas, e às ciências aplicadas. As ciências biológicas e 

o seu enquadramento na biotecnologia têm aplicações em grandes áreas de importância 

socioeconómica, principalmente na medicina humana e animal, ambiente, agronomia 

e na indústria. Os processos biotecnológicos são caraterizados por usarem células 

procariotas ou eucariotas, partes das mesmas ou análogos moleculares - com o objetivo 

de se obterem produtos e serviços. Avanços significativos na biotecnologia surgiram das 

sinergias estabelecidas entre engenheiros, cientistas e reguladores para transformar 

descobertas cientificas em novos processos e produtos, com impacto socioeconómico. A 

elevada dinâmica académica e industrial no desenvolvimento de conhecimento em ciências 

biológicas e biotecnologia é revelador da sua importância. Contudo, a necessidade de 

atualização dos avanços científicos, em conjugação com a transformação desse novo 

conhecimento em conteúdo curricular técnico-científico relevante são desafios para um 

eficaz processo formativo de recursos humanos altamente qualificados. O enquadramento 

ético e regulamentar de novos processos e produtos é igualmente desafiante.

Este livro foi dividido em quatro partes: a primeira parte reúne capítulos (1 a 6) 

relacionados com as biociências e a biotecnologia na área biomédica. A segunda parte 

concentra capítulos (7 a 11) na área do ambiente. A terceira parte é composta pelos 

capítulos 12 a 14 que se enquadram em aspetos da bioprospecção. A quarta parte contém 

os capítulos 15 e 16 que abordam aspetos do ensino/aprendizagem em biotecnologia e 

da bioética, respetivamente. Neste contexto, pretende com este livro contribuir para que 

estudantes e professores do ensino superior, ligados às biociências e à biotecnologia, 

quer a nível de graduação quer de pós-graduação, possam ter uma perspetiva de avanços 

na área. Este livro pode ser também útil a profissionais ligados a setores nos quais as 

biociências e a biotecnologia têm um papel de relevo, bem como para professores do 

ensino pré-académico.

Manuel Simões
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Enterobacter cloacae, Acinetobacter iwoffi y Pseudomona aeruginosa aisladas de 
residuos olivícolas en el Laboratorio de Microbiología de la Universidad Nacional de La 
Rioja, donde se crioconservan. La capacidad para formar biopelículas en estas cepas, se 
determinó cuantitativamente mediante la técnica O´Toole y se clasificaron según el criterio 
establecido por Stepanovic como no formadoras, formadoras fuertes, moderas o débiles. 
La cuantificación por espectrofotometría determinó que todas las cepas estudiadas 
fueron productoras de biopelículas. La mayor cuantificación celular fue presentada por 
Enterobacter cloacae cuyo valor de densidad óptica fue 0.45 seguida de Pseudomona 
aeruginosa que presentó una densidad óptica de 0.30, mientras que las densidades ópticas 
para Acinetobacter iwoffi y Aerococcus viridans fueron de 0.21 y 0.16. Según la clasificación 
utilizada, se consideró a Enterobacter cloacae como formadora fuerte (punto de corte 
de 0,41- 0.56). Pseudomona aeruginosa se consideró como formadora moderada (punto 
de corte 0.22- 0.41) y como formadoras débiles (puntos de corte 0.11- 0.26) se clasificó 
a Aerococcus viridans y Acinetobacter iwoffi. La caracterización del biofilm específico 
resulta importante para lograr describir los mecanismos en formación de las biopelículas 
bacterianas que promueven la resistencia a los antibióticos. 
PALABRAS CLAVES: Extrapolisacáridos. Biopelículas. Residuos olivícolas. Enterobacter 
cloacae.

DETERMINATION OF THE EXTRA-POLYSACCHARIDE PRODUCTION OF BACTERIA 

FROM OLIVE RESIDUES

ABSTRACT: In this study, the production of extra-polysaccharides (EPS) was determined 
through the ability to form biofilms of autochthonous strains of Aerococcus viridans, 
Enterobacter cloacae, Acinetobacter iwoffii and Pseudomona aeruginosa. They were isolated 
from olive residues in the Microbiology Laboratory of the National University of La Rioja, 
which is the place where they are cryopreserved. The ability to form biofilms in these strains 
was quantitatively determined using the O´Toole technique. They were classified, according 
to the criteria established by Stepanovic, as non-forming, strong, moderate or weak forming. 
The quantification by spectrophotometry determined that all the studied strains were 
biofilm producers. Enterobacter cloacae presented the highest cell quantification. Its optical 
density value was 0.45, followed by Pseudomona aeruginosa, which presented an optical 
density of 0.30, while the optical densities for Acinetobacter iwoffii and Aerococcus viridans 
were 0.21 and 0.16. According to the classification used, Enterobacter cloacae is considered 
a strong producer (cut-off point of 0.41-0.56). Pseudomonas aeruginosa is considered a 
moderate producer (cut-off point 0.22-0.41). Lastly, Aerococcus viridans and Acinetobacter 
iwoffii were classified as weak producers (cut-off points 0.11-0.26). The characterization of 
the specific biofilm is important to describe the mechanisms in the formation of bacterial 
biofilms that promote resistance to antibiotics.
KEYWORDS: Extrapolysaccharides. Biofilms. Olive residues. Enterobacter cloacae.

1 INTRODUCCIÓN

La Rioja es una de las principales provincias productoras de aceite de oliva 

en Argentina. Esta agroindustria se caracteriza por generar una gran cantidad de 

subproductos y residuos líquidos, sólidos y semisólidos en sus procesos de trasformación. 
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Los microorganismos producen polisacáridos de tres tipos distintos: extracelulares, 

estructurales y formas intracelulares de almacenamiento. Los extrapolisacáridos (en 

adelante EPS) son polisacáridos de alto peso molecular que se encuentran al exterior de 

la célula microbiana pudiendo encontrarse como cápsula o disociados totalmente de la 

célula acumulándose fuera de la pared celular12. 

Los EPS pueden ser producidos por un amplio número de microorganismos tales 

como: arqueas, bacterias, algas unicelulares, levaduras y hongos4. Entre algunas bacterias 

se destacan: Pseudomonas putida, Acinetobacter sp, Alcagines latus, Enterobacter 

cloacae, Azobacter vinelandii2 y algunas especies del género Bacillus; como B. megatorium, 

B. cereus, Paenobacillus jamilae7. 

Por otro lado, los EPS son constituyentes importantes de las biopelículas producidas 

por cepas bacterianas pertenecientes a la microbiota ambiental con un comportamiento 

saprófito, pero que frecuentemente son reportadas como microorganismos causantes de 

enfermedades tanto en humanos como en animales5. Las biopelículas son comunidades 

de células microbianas embebidas en una matriz de exopolímeros, entre ellos EPS, que 

ellas mismas producen como mecanismo de supervivencia y protección. Esta capacidad 

les permite adherirse y colonizar superficies tanto en tejido vegetal y animal, plásticos, 

acero1,13. Además, les confiere resistencia a agentes físicos y químicos como así también, 

a diferentes mecanismos del sistema inmune innato, otorgándoles mayor resistencia 

a antibióticos debido a varios factores, entre ellos, la incapacidad del antibiótico para 

penetrar a través de la matriz exopolisacárida disminuyendo su eficacia6.

La resistencia a antibióticos se debería a varios factores, entre ellos, la incapacidad 

del antibiótico para penetrar en la biopelícula, a través de la matriz exopolisacárida 

disminuyendo la eficacia de los antibióticos14. Los microorganismos multiresistentes, 

sobreviven en diferentes ambientes mediante la formación de biopelículas y la resistencia 

a múltiples fármacos, es una característica que se puede transmitir horizontalmente entre 

bacterias, exacerbando el problema de la resistencia a los antibióticos en humanos14.

Actualmente existe gran interés en estudiar la composición química de los EPS de 

las biopelículas bacterianas por sus múltiples aplicaciones industriales y biomédicas. Sin 

embargo, no abundan en la bibliografía especializada estudios tendientes a determinar 

la capacidad para formar biopelículas, estableciendo así su inocuidad para habilitar su 

empleo con fines biotecnológicos.

El objetivo general de este trabajo fue determinar la producción de EPS in vitro, 

a través de la capacidad para formar biopelículas de Enterobacter cloacae, Pseudomona 

aeruginosa, Acinetobacter iwoffii y Aerococcus viridans aisladas de residuos olivícolas 

producidos en La Rioja, Argentina. 
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1 ACTIVACIÓN DE CEPAS AUTÓCTONAS BACTERIANAS

El análisis filogenético de secuencias de ADNr 16S indicó que las cepas pertenecen 

a las especies Enterobacter cloacae, Acinetobacter iwoffii, Pseudomonas aeruginosa y 

Aerococcus viridans, confirmándose la identidad mediante pruebas fenotípicas9. Estas 

Cepas fueron previamente aisladas de muestras de residuos olivícolas10 y conservadas 

mediante criopreservación según el método de Simione3 en el laboratorio de Microbiología 

de la UNLaR.

La viabilidad de las cepas crioconservadas se evaluó repicando las cepas en 

medio LB (Luria Beltrani) incubando a 30°C por 24 horas. Posteriormente se sembraron 

en placas de Petri con Medio Mineral (Vogel- Bonner) adicionado con glucosa e incubadas 

a 37°C por 48 horas. 

2.2 EVALUACIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE BIOPELÍCULAS

Se determinó la capacidad de producir biopelículas de las cepas aisladas 

empleando la técnica de O´Toole8 con modificaciones. Ver esquema del proceso en 

la figura 1. La formación de biofilms se produce porque las bacterias se adhieren a las 

cubetas de las microplacas de poliestireno de fondo curvo. A continuación, se cuantificó 

la producción de las biopelículas por espectrofotometría. La mayor densidad óptica se 

considera mejor producción de biopelículas.

Para ello, se tomaron 3 a 4 colonias bacterianas crecidas en medio de cultivo 

solido Yeast Mold(YM), de 48 horas de incubación a 37°C. Se realizó una suspensión con 

caldo YM, a una densidad óptica (DO570) nm. de aproximadamente 0.01. En cada policubeta 

estéril, se sembró 200 ul de dicha suspensión, se realizaron controles negativos con 

medio YM estéril. Luego de incubar 12 horas a 37°C, se agregó 25 ul de una solución 

acuosa de cristal violeta al 1%, después de actuar 15 minutos a temperatura ambiente, 

se realizaron dos lavados con solución fisiológica para eliminar las células planctónicas 

(no integrantes de biopelículas). Sólo las células adheridas formadoras de biopelículas 

quedan en la superficie de la cubeta coloreadas con cristal violeta. Cuantificación de 

Biopelículas: el cristal violeta unido a las biopelículas se extrajo con dos lavados de 200 ul 

de etanol 96° (el cristal violeta adherido se solubiliza) y luego fueron transferidos a tubos 

de vidrio con 1,6 ml de etanol al 96°. Luego a determinó la densidad óptica (D.O) a 570 

nm en un espectrofotómetro UV- Cercano Visible ZL-5000 Plus. Todos los ensayos se 

realizaron por triplicado, se analizaron los promedios de las lecturas obtenidas para cada 

cepa y se compararon respecto al blanco.



Estudos em Biociências e Biotecnologia: Desafios, Avanços e Possibilidades Capítulo 12 158

Figura 1: Ensayo in vitro para la detección de la biopelícula en placa de poliestireno. 

La interpretación de los resultados requiere definir un punto de corte que separe 

a las bacterias no formadoras de biopelículas de aquellas que sí son formadoras. Para 

ello se empleó una técnica estadística descripta por Stepanovic11 para la interpretación 

de los resultados.

Para este estudio se calculó la media de la densidad óptica (DO) de los controles 

y se midió la densidad óptica de cada cepa bacteriana individualmente. A continuación, 

procedió a definir el punto de corte (DOc) utilizado. El DOc se define como tres 

Desviaciones estándares (DS) sobre la DO media de los controles: DOc= DO media de 

los controles + (3 x DS de los controles).

Atendiendo a los resultados obtenidos, las bacterias se clasifican en:

• No Formadoras: La DO de la cepa se encuentra por debajo del punto de corte 

establecido (DO ≤ DOc).

• Formadores débiles: La DO de la cepa se encuentra entre el punto de corte y 

el valor de DO correspondiente al doble del mismo (DOc < DO ≤ 2DOc). 

• Formadores moderados: La DO de la cepa se encuentra entre el doble del 

valor del punto de corte y el valor de DO correspondiente al cuádruple del 

mismo (2DOc <DO≤4DOc). 
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• Formadores fuertes: La DO de la cepa se encuentra por encima del cuádruple 

del valor del punto de (4DOc < DO).

3 RESULTADOS

3.1 ACTIVACIÓN DE CEPAS AUTÓCTONAS BACTERIANAS

Las cuatro cepas fueron activadas empleando el medio LB (Luria Beltrani) tras la 

incubación a 37°C por 48 horas, se observaron características como turbidez, formación 

de un velo en la superficie del medio, depósitos en el fondo con crecimiento homogéneo. 

Luego de repicar las cepas en el Medio Mineral (Vogel- Bonner) adicionado con glucosa 

y tras la incubación a 37 °C durante 48 horas de incubación. 

3.2 EVALUACIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE BIOPELÍCULAS

Las cuatro especies bacterianas previamente identificadas, fueron estudiadas 

mediante la técnica de O´Toole8, la cuantificación por espectrometría determinó que 

todas las bacterias aisladas fueron productoras de biopelículas, algunas con mayor 

capacidad que otras, lo cual se evidenció con los resultados de las diferentes densidades 

ópticas. La mayor cuantificación celular fue presentada por Enterobacter cloacae cuyo 

valor de densidad óptica fue 0.45; seguida de Pseudomona aeruginosa que presentó 

una densidad óptica de 0.30, mientras que las densidades ópticas para Acinetobacter 

iwoffii y Aerococcus viridans fueron de 0.21 y 0.16, respectivamente como se observa en 

la figura 2 A Y B. 

Figura 2: A) Observación del ensayo in vitro para la detección de la biopelícula. Todas las muestras se testaron por 
triplicado. B) Valores promedios de las densidades ópticas obtenidas. Pocillos del 1A al 3A: Control negativo; del 
1B al 3B: A. viridans (DO 0,16); del 1C al 3C: E. cloacae (DO 0,45); del 1D al 3D A. iwoffii (DO 0,21) y del 1E al 3E P. 
aeruginosa (DO 0,34).
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Según la clasificación establecida por Stepanovic11, se pudo clasificar a las especies 

estudiadas. Se destacó como formador fuerte de biopelículas a Enterobacter cloacae 

(punto de corte de 0,41- 0.56), Dentro de formador moderado se situó a Pseudomona 

aeruginosa (punto de corte 0.22- 0.41) y como formadores débiles (puntos de corte 0.11- 

0.26) se sitúo a Aerococcus viridans y Acinetobacter iwoffii, según se describe tabla 1:

Tabla 1: Clasificación estadística de la capacidad de formar biopelículas in vitro de cepas nativas aisladas de 
residuos olivícolas. Enterobacter cloacae es un formador fuerte de biopelícula (punto de corte de 0,41- 0.56). 
Pseudomona aeruginosa es formadora moderada (punto de corte 0.22- 0.41) y Aerococcus viridans y Acinetobacter 
iwoffii son formadoras débiles de biopelícula (puntos de corte 0.11- 0.26).

Especie D.O Puntos de corte

A. viridans 0.16 Formador débil 

 (0.11 - 0.26)

E. cloacae 0.45 Formador fuerte 

(0.41-0.56)

A. iwoffii 0.21 Formador débil 

 (0.11- 0.26)

P. aeruginosa 0.34 Formador moderado 

(0.22- 0.41)

4 DISCUSIÓN

La técnica de O´Toole utilizada en este estudio, permitió cuantificar la producción 

in vitro de EPS a través de la capacidad de formar biopelículas. Sin embargo, se deben 

elaborar protocolos que permitan establecer una extrapolación de los resultados 

obtenidos bajo condiciones de experimentación in vitro, optimizadas e ideales, las cuales 

proporcionan una máxima formación de biopelículas, a una situación real in vivo11. Debido 

a este hecho, es importante identificar a aquellos microorganismos que son formadores 

fuertes de biopelículas per se, así como identificar también a los microorganismos que bajo 

determinados cambios de las condiciones del medio producidas en un medio in vivo son 

capaces de formar biopelículas. El punto crítico del estudio es lograr una estandarización 

del experimento ya que se hace imprescindible la necesidad de disponer de métodos de 

estudio de formación de biopelículas, un factor de virulencia que refleja directamente en 

la susceptibilidad a los antimicrobianos. 

A partir de los resultados obtenidos, se puede concluir que las metodologías 

empleadas permitieron determinar la producción de EPS in vitro, a través de la capacidad 
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para formar biopelícula de Enterobacter cloacae, Pseudomona aeruginosa, Acinetobacter 

iwoffii y Aerococcus viridans aisladas de residuos olivícolas producidos en La Rioja, 

Argentina. Mediante la técnica de O´Toole se pudo cuantificar la producción de EPS in 

vitro, a través de la capacidad para formar biopelículas de estas cepas, resultado ser 

una técnica medible y reproducible en el laboratorio mediante el diseño de un protocolo 

adecuado. La cuantificación por espectrofotometría realizada, determinó que todas las 

cepas estudiadas fueron productoras de biopelículas, siendo Enterobacter cloacae la 

cepa que presentó la mayor cuantificación celular, seguida de Pseudomona aeruginosa 

y Acinetobacter iwoffii. Según la clasificación estadística propuesta por Stepanovic11, 

se consideró a Enterobacter cloacae como formadora fuerte (punto de corte de 0,41- 

0.56). Pseudomona aeruginosa se consideró como formadora moderada (punto de 

corte 0.22- 0.41) y como formadoras débiles (puntos de corte 0.11- 0.26) se clasificó a 

Aerococcus viridans y a Acinetobacter iwoffii. Son extensas las publicaciones científicas 

acerca de la producción de biopelículas y su estudio está ampliamente cubierto por 

muchos autores, pero la mayoría de las revisiones revelan información habitualmente 

restringida a las especies de referencia, como Staphylococcus aureus en gram positivos 

y Pseudomonas aeruginosa o Escherichia coli en gram negativos. No obstante, en este 

trabajo se pudieron determinar otros microorganismos productores de biopelículas 

como Enterobacter cloacae, Acinetobacter iwoffii y Aerococcus viridans. En este punto 

es importante resaltar que estas bacterias pertenecen a la microbiota ambiental con 

un comportamiento saprófito, pero que también son frecuentemente reportadas como 

microorganismos importantes a nivel hospitalario, es decir que son agentes causantes 

de enfermedades nosocomiales precisamente por la capacidad de producir biopelículas 

y la alta resistencia a desinfectantes y antibióticos. Además, este tipo de agentes están 

involucrados en la colonización e infección en pacientes inmunocomprometidos como 

patógenos oportunistas.
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