Producción y purificación de exopolisacáridos (EPS) en fermentación líquida con Bacillus megaterium ATCC 14581
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Resumen
Los exopolisacáridos (EPS) son polímeros que se encuentran principalmente en la superficie de algunas bacterias y cuentan con aplicaciones en la industria de los alimentos, la salud y el área agrícola. El género Bacillus se ha encontrado como una alternativa para la producción de estos compuestos con aplicaciones para el desarrollo de biopelículas. Este estudio evaluó la capacidad de Bacillus megaterium ATCC 14581 para producir y purificar exopolisacáridos (EPS) bajo condiciones controladas de fermentación líquida. Se emplearon glucosa y sacarosa (5 g/L) como fuentes de carbono para comparar su eficiencia. Los resultados mostraron que la sacarosa favoreció un mayor desarrollo colonial (4,8 mm) y la mayor masa final de EPS purificado (2,691 g). No obstante, la glucosa demostró una mayor eficiencia en el rendimiento de biomasa (Yxs = 0,498 g/g) y de producto (Yps = 1,059 g/g) frente a los 0,378 g/g y 0,968 g/g obtenidos con sacarosa, respectivamente. Las pruebas cualitativas, como el Ropy test y los ensayos de movilidad (swimming y swarming), confirmaron la síntesis de matrices extracelulares y la capacidad de adaptación del microorganismo. El proceso de purificación, realizado mediante precipitación con etanol, fue validado mediante métodos espectrofotométricos (Dubois y DNS), confirmando la naturaleza polisacarídica del producto y la ausencia de azúcares reductores residuales. Se concluye que B. megaterium posee un alto potencial biotecnológico para la producción de EPS, siendo la sacarosa la fuente más eficaz para incrementar la producción de este polímero.
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Abstract
Exopolysaccharides (EPS) are polymers found primarily on the surface of some bacteria and have applications in the food, healthcare, and agricultural industries. The genus Bacillus has emerged as a promising source for the production of these compounds, with applications in biofilm development. This study evaluated the ability of Bacillus megaterium ATCC 14581 to produce and purify exopolysaccharides (EPS) under controlled liquid fermentation conditions. Glucose and sucrose (5 g/L) were used as carbon sources to compare their efficiency. Results indicated that sucrose favored greater colony development (4.8 mm) and the highest final mass of purified EPS (2.691 g). However, glucose demonstrated higher efficiency in biomass yield (Yx/s=0.498 g/g) and product yield (Yps= 1.059 g/g) compared to 0.378 g/g and 0.968 g/g obtained with sucrose, respectively. Qualitative tests, such as the Ropy test and mobility assays (swimming and swarming), confirmed the synthesis of extracellular matrices and the microorganism's adaptation capacity. The purification process, conducted via ethanol precipitation, was validated through spectrophotometric methods (Dubois and DNS), confirming the polysaccharide nature of the product and the absence of residual reducing sugars. It is concluded that B. megaterium holds high biotechnological potential for EPS production, with sucrose being the most effective source for increasing the production of this polymer.
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I. Introducción 
El aumento de la contaminación por plásticos de origen petroquímico constituye uno de los principales retos ambientales actuales, debido a sus extensos tiempos de degradación, que pueden superar los 500 años, afectando gravemente los ecosistemas terrestres y acuáticos (Programa de las Naciones Unidas para el desarrollo, s.f.). En Colombia, se generan aproximadamente 1,2 millones de toneladas de residuos plásticos al año, de las cuales menos del 20 % son recicladas, generando impactos directos en ríos y mares (Camara de Representantes de Colombia, s.f.). Esta situación ha impulsado la búsqueda de materiales biodegradables de origen microbiano, destacándose los Exopolisacáridos (EPS) por sus propiedades funcionales, tales como alta viscosidad, capacidad gelificante, retención de agua y aceite, y potencial aplicación en sectores como alimentos, biomedicina, cosmética y recubrimientos biodegradables (Huang et al., 2018; Mohsin et al., 2021).
Diversos estudios han demostrado que la producción de EPS depende significativamente de las condiciones de cultivo, particularmente de la fuente de carbono, nitrógeno, pH, temperatura y agitación. En bacterias como Lactiplantobacillus plantarum, la optimización de estos parámetros ha permitido incrementar la producción de EPS hasta valores cercanos a 619,66 mg/L, consolidando su interés industrial según lo afirma Ventura Canseco et al. (2023). No obstante, gran parte de estas investigaciones se han concentrado en bacterias ácido-lácticas, dejando menos explorado el potencial de otros géneros microbianos con alta versatilidad metabólica como lo es Bacillus.
Por otra parte, el género Bacillus es estudiado por su alta actividad metabólica y su capacidad para producir biopelículas estructuradas. En particular, B. megaterium es una bacteria de rápido crecimiento que logra sintetizar metabolitos con importancia biotecnológico por su producción de enzimas y metabolitos secundarios (Hernández-Ruiz, Álvarez-Orozco y Ríos-Osorio, 2016). Así mismo, Liu, et al. (2024) evaluó el comportamiento de B. amyloliquefaciens y B. megaterium para formar EPS, aplicando el método de Dubois, partiendo desde su producción en LB broth enriquecido con 2% de glucosa. Para el crecimiento en placa se incubaron en CRA preparado con BHI + 50 g/L sacarosa, la aparición de colonias negras en CRA indica producción de EPS. En cuanto a la extracción y purificación. 
En otra investigación elaborada por Abu Shady, El-Din y Abd El-Aziz (2011), se observa la producción de EPS por B. megaterium SS-1 cultivado en un medio sintético con sacarosa al 2% (20 g/L) como fuente principal de carbono, manejando estándares favorables para el cultivo. En dicho trabajo, la sacarosa fue la fuente más eficiente, alcanzando una producción de 7,5 g/L de EPS, con un rendimiento (Y p/x) de 4,2 g EPS/g biomasa. En comparación, la glucosa produjo 3,8 g/L de EPS. En el proceso de purificación, se desarrolló mediante una secuencia de diálisis, precipitación y secado, estas muestras fermentadas son centrifugadas, el producto se precipitó con diferentes volúmenes de etanol absoluto frío con reposo de 12 h a 4 °C, este procedimiento favorece la formación del precipitado polisacárido. 
En este contexto, investigaciones preliminares han reportado que la producción de EPS en B. megaterium y especies relacionadas, emplean fuentes de carbono comunes. En este sentido, el presente artículo busca contribuir al conocimiento biotecnológico sobre B. megaterium ATCC 14581, evaluando su capacidad para producir y purificar EPS bajo condiciones controladas de fermentación líquida, estableciendo bases experimentales que permitan el desarrollo de futuras investigaciones orientadas al uso de fuentes de carbono alternativas sostenibles.
II. Materiales y métodos.

A. Microorganismo y Activación en Agar.

Se utilizó la cepa B. megaterium  ATCC 14581, refrigerado en solución de glicerol a -15ºC. La activación del microorganismo se realizó en medios semisólidos con agar nutritivo (28 g/L) y agar TSY (40 g/L). Cada medio fue montado por triplicado, con incubación durante 72 h a 30° C. 

B.  Determinación del diámetro de colonia del microorganismo.

Se prepararon cajas de Petri con los medios semisólidos (Agar Nutritivo, TSY; siembra por estría múltiple y Agar Nutritivo suplementado con 2% [p/v] de sacarosa; adicionando 2  del inoculo en el centro de la placa) por triplicado, incubar a 30°C por 24 horas, se monitoreó el crecimiento durante 3 días con registro fotográfico. En apoyo del software Image J (Rasband, 2018), donde se determina el tamaño de cada colonia. Además, se identificó con un hisopo estéril la formación de hilos (Ropy test) como indicativo de EPS cualitativo, corroborando el aspecto mucoso o pegajoso característico del microorganismo (Zhang et al., 2014).

C.  Movilidad bacteriana con variación en la concentración de agar.
Mediante un ensayo de natación (Swimming) y deslizamiento (Swarming) se evaluó la movilidad del microorganismo. Para Swimming se usó agar nutritivo al 0,6% (p/v), agregando 2  del inoculo en el centro de la placa, de igual manera para el ensayo de Swarming modificando el porcentaje de Agar nutritivo al 0,7% (p/v), se incubó a 30°C durante 72 horas (Salem et al., 2025).
D.  Fermentación Líquida.
Se preparó 30 mL del caldo nutritivo previamente esterilizado en un Erlenmeyer de 100 mL, se inoculó con 500 𝜇𝐿 de microorganismo activado y se incubó a 120 rpm por 24 horas a 32°C. Se realizaron las fermentaciones líquidas con glucosa y sacarosa como fuente de carbono. El medio de fermentación empleado fue compuesto por: urea 0,045 g/L, (NH₄)₂SO₄ 0,036 g/L, MgSO4·7H₂O 0,045 g/L, FeSO₄ 0,0009 g/L, KH₂PO₄ 0,18 g/L, K₂HPO₄ 0,45 g/L, un medio por triplicado con glucosa con 5 g/L y otro con sacarosa con 5 g/L. Se hizo seguimiento en el tiempo hasta las 24 horas, registrando valores de biomasa, proteínas y azúcares.
E. Determinación de la concentración de biomasa.
Se tomaron muestras de cada medio de cultivo, se centrifugaron a 3600 rpm por 25 min, se resuspendieron con solución salina al 8,5% (p/v), y fueron leídas a 600 nm. La curva de peso seco obtenida usada fue  con un .
F.  Determinación de la concentración de sacarosa.
Se utilizó la enzima invertasa, la cual se preparó en una solución de 0,025 g de enzima por cada 100 mL de un buffer de acetatos (0.1 M de pH 4,6), su concentración es medida en (g/L) usando la curva de calibración para el DNS en sacarosa ( con un ). En tubos Eppendorf de 2 mL, se toman 500 𝜇𝐿 de sobrenadante de las fermentaciones adicionando 500 𝜇𝐿 de la solución de invertasa, llevar a baño termostático durante 30 minutos a 60ºC. Al finalizar, se cuantifican azúcares reductores liberados por el método de DNS.
G. Determinación de la concentración de azúcares reductores.
Mediante el método DNS (Burgos Montañez, 2020), se halla la concentración (g/L) usando la curva de calibración se realiza usando glucosa como patrón ( con un ). Todas las muestras fueron leídas en el espectrofotómetro a 540 nm.
H.  Determinación de la concentración de proteínas.
Se hizo medición de proteínas (Método de Biuret), (Fernández Reyes y Galván Cejudo 2015), la concentración de proteínas es obtenida en partes por millón (ppm), la absorbancia de las muestras fue leída a 540 nm. Se realizó una curva de calibración con albúmina como referencia  con un .
I. Determinación de la concentración de EPS.
Se realizó la determinación de EPS mediante el método de Dubois (fenol-ácido sulfúrico), para esto se realizó la curva de calibración usando como patrón glucosa ( con un ). Para la preparación de la solución del método de Dubois, se obtuvo una solución de fenol al 5% y ácido sulfúrico al 98%, se tomó 500 𝜇𝐿 del sobrenadante con 500 𝜇𝐿 de la solución de fenol (5% p/v) y 2,5 mL H2SO4 (98%, v/v), se mezclan vigorosamente (3 segundos en vórtex), se dio reposo por 20 min. Para finalizar, se lee la absorbancia con un espectrofotómetro UV-visible a 490 nm frente a agua destilada como blanco (Bhowmik et al., 2024). Este procedimiento fue utilizado para valorar la concentración final de EPS y contrastarla con la concentración de azúcares reductores en una solución de EPS purificado del medio de cultivo.
J. Purificación del EPS obtenido.
Una vez terminadas las fermentaciones líquidas el caldo de cultivo se centrifugó por 15 min a 3600 rpm para separar la biomasa del sobrenadante. El sobrenadante obtenido se filtró al vacío usando un filtro de 0,45 µm para terminar de eliminar los microorganismos del medio. Luego se llevó el sobrenadante a refrigeración a 4°C para continuar con el proceso de purificación (Bhowmik et al., 2024). Al caldo obtenido libre de células se le adicionó etanol absoluto frío (1:1 v/v) y se colocó a 4 °C durante 12 h. Los EPS precipitados fueron separados de la solución por centrifugación a 3600 rpm durante 20 min. Los pellets obtenidos se secaron por 1 día a 60°C y se pesaron para obtener el peso final (Ventura Canseco et al., 2023).
K.  Validación del producto purificado.
Con el EPS purificado, se realizó un análisis de espectrofotometría. Se prepararon soluciones de una concentración de 0,00481 g/L de EPS purificado del medio con glucosa y 0,00494 g/L sacarosa de EPS purificado del medio con sacarosa. A las soluciones se les realizó medición de azucares y concentración de EPS con los métodos DNS y Dubois. Por último, se realizó un barrido espectrofotométrico desde 260 nm hasta 1000 nm, tomando cada valor con intervalos 10 nm.
III. Resultados y discusión.
A. Determinación del diámetro de Colonia.
En la Tabla 1, los datos evidencian diferencias significativas entre los medios evaluados, es decir que en agar TSY el microorganismo presentó menor crecimiento colonial. El mayor desarrollo colonial se observó en el agar nutritivo suplementado con sacarosa, registrándose diámetros de 4,8 mm en un tiempo menor de incubación. Esto revela que la presencia de sacarosa favorece la actividad metabólica del microorganismo, debido a su papel como fuente de carbono en la biosíntesis de polisacáridos extracelulares. Con relación a los estudios realizados para bacterias acido lácticas (Zhang et al., 2014), su máximo diámetro de colonia obtenido fue de 5,07 mm. La prueba cualitativa Ropy Test resultó positiva, evidenciando la formación de material mucoso y confirmando la capacidad de B. Megaterium para producir matrices extracelulares, lo cual respalda los resultados obtenidos en los medios suplementados.

 Tabla 1. Diámetro de colonia para medio semisólido en función del tiempo.
	Medio de cultivo
	Longitud (mm)
	Area 
(mm2)

	TSY
	3.205
	1.018

	
	3.134
	1.018

	Agar Nutritivo
	3.790
	1.040

	
	4.205
	1.105

	Agar Nutritivo + Sacarosa
	4.885
	1.222

	
	4.044
	1.047



En resumen, el macroorganismo crece de forma irregular, con elevación semiconvexa y pulvinata, y para la margen de crecimiento es de manera lobulada (Breakwell, Woolverton, Macdonald, Smith, Robison, 2007) tal como se observa en la Fig 1. 
[image: ]
Fig.  1 Prueba Ropy Test con Hisopo Esterilizado. Fuente: Autores
B. Movilidad bacteriana 
Los ensayos de movilidad bacteriana mostraron que B. megaterium presentó patrones diferenciados de swimming y swarming bajo las condiciones evaluadas. En la prueba de swimming (Fig 2), realizadas en agar semisólido al 0,6%, se observó un desplazamiento radial homogéneo desde el punto de inoculación, lo que indica una adecuada capacidad de movimiento individual en el medio. Este comportamiento es similar con lo reportado en estudios de Pseudomonas aeruginosa realizado por Salem et al. (2025), donde señalan que la movilidad tipo swimming es un mecanismo clave asociado a la colonización inicial de superficies y a la transición hacia estados organizados como la formación de biopelículas. 
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Fig.  2  Movilidad bacteriana, ensayo de swimming 0.6% Agar Nut. Fuente: Autores
Por su parte, la movilidad tipo swarming (Fig 3), evaluada en agar al 0,7%, evidenció un crecimiento superficial más limitado y estructurado, caracterizado por una expansión menos extensa en comparación con el swimming. Este resultado concuerda con estudios previos de Salem et al. (2025), donde indican que el swarming depende en mayor medida con la interacción célula/superficie y de la producción de Exopolisacáridos, los cuales facilitan la cohesión celular y el desplazamiento colectivo. En este sentido, los ensayos de ambos tipos de movilidad indica un comportamiento asociado a procesos de adaptación, adhesión y posible formación de biopelícula, lo cual respalda la relevancia que tiene B. megaterium cómo microorganismo de interés biotecnológico para estudios de producción de EPS.
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Fig.  3 Movilidad bacteriana, ensayo de swarming al 0,7% Agar Nut
C. Fermentación Líquida.
Los resultados muestran una tendencia clara de incremento progresivo de la biomasa a lo largo del tiempo de cultivo, evidenciando una disminución neta de la concentración de azúcares reductores, lo cual indica una relación directa entre el crecimiento celular y el consumo del sustrato (Fig 4 y 5).
Este comportamiento en la variación de concentración de azúcares concuerda con lo reportado en la investigación de Pseudomonas aeruginosa, donde describen que especies del género Bacillus presentan una fase de crecimiento activo asociada al consumo sostenido de fuentes de carbono simples, reflejando un aumento de la biomasa y en la activación de rutas metabólicas vinculadas a la producción de metabolitos extracelulares. En dicho estudio, Salem et al. (2025) señalan que el agotamiento progresivo del sustrato, es un indicador clave del aprovechamiento metabólico durante la fermentación.

Fig.  4 Perfil de biomasa, sustrato y proteína en el tiempo en medio con glucosa como fuente de carbono. Fuente: Autores

 
Fig.  5 Perfil de biomasa, sustrato y proteína en el tiempo en medio con sacarosa como fuente de carbono. Fuente: Autores
Del mismo modo, en estudios para la exploración de la purificación del EPS de Bacillus amyloliquefaciens, Bhowmik et al., (2024) indican: en procesos fermentativos orientados a la producción de EPS, el incremento de biomasa bacteriana está estrechamente relacionado con la disponibilidad y el tipo de fuente de carbono empleada. Los autores destacan que la disminución del carbono disponible en el medio coincide con una fase metabólicamente activa del microorganismo, en la cual se favorecen tanto el crecimiento celular como la síntesis de polímeros extracelulares.
En contraste, Fernández Reyes y Galván Cejudo (2015) cuantificaron azúcares reductores del sustrato en residuos de piña logrando un máximo de 4,66 g/L al inicio de la fermentación y al finalizar una concentración de 3,18 g/L en 108 h. No obstante, en esta investigación B. megaterium tiene mayor capacidad de producir metabolitos al consumir toda la fuente de carbono proporcionada, si se analiza en función del tiempo, la cantidad de horas es extensa para llegar a su mínima concentración de consumo de sustrato, en cambio tan solo con 28 a 30 h es suficiente para que B. megaterium consuma sustrato en mayor proporción. En resumen, los resultados obtenidos en este articulo confirman que B. megaterium presenta un comportamiento metabólico coherente con lo reportado en la literatura, 
Se analizaron los valores de biomasa neta y consumo de sustrato neto del microorganismo encontrándose que los valores del rendimiento de biomasa (Yx/s) obtenidos. El rendimiento Yx/s expresa la eficacia del microorganismo pues convierte el sustrato consumido en biomasa celular, permitiendo comparar el comportamiento metabólico bajo estas fuentes de carbono. El rendimiento Yxs obtenido con el medio suplementado con glucosa fue de 0,498 g/g comparado con el obtenido utilizando sacarosa 0,378 g/g . Los resultados muestran diferencias en el rendimiento de biomasa en función del sustrato empleado, lo que sugiere que la naturaleza de la fuente de carbono influye en la eficiencia de conversión sustrato/biomasa. Se encuentra que a pesar de haber logrado una biomasa neta más alta en la fermentación con sacarosa la eficiencia del consumo del sustrato hacia biomasa es mejor con glucosa como fuente de carbono.
D. Purificación del EPS obtenido
De cada experimento se realizó el proceso de purificación de los exopolisacáridos y se encontró la masa final seca de EPS purificado. En promedio del medio de glucosa se obtuvieron 1,780g de EPS y con el medio con sacarosa 2,691g de EPS. Calculando el rendimiento producto sustrato se encontró que para el medio de glucosa se obtuvo un rendimiento Yps de 1,059 g/g y para el medio con sacarosa se obtuvo 0,968 g/g
El cálculo del rendimiento evidenció que la fermentación con glucosa presentó mayor eficiencia, alcanzando un rendimiento máximo. Estos resultados sugieren que la glucosa favorece el metabolismo del microorganismo, promoviendo una mayor síntesis de Exopolisacáridos.
Investigaciones reportaron rendimientos bajos a moderados de producción de EPS, indicando que una fracción significativa del sustrato es destinada al crecimiento celular y al mantenimiento metabólico, y no exclusivamente a la síntesis de polisacáridos extracelulares (Bhowmik et al., 2024).
De manera similar, en otro estudio observaron que, aun cuando se logra una producción apreciable de EPS por el microorganismo, los valores de rendimiento respecto al sustrato permanecen relativamente bajos, lo que refleja la complejidad del metabolismo bacteriano y la competencia entre la formación de biomasa y la producción de metabolitos extracelulares (Gani, Aziz y Jayaram, 2025). En este sentido, los rendimientos obtenidos en el presente trabajo se consideran vinculados y representativos de un proceso fermentativo, donde la fuente de carbono es utilizada de manera simultánea para crecimiento y síntesis de EPS.
E. Validación del producto purificado.
La validación del Exopolisacárido (EPS) obtenido se realizó mediante la aplicación de métodos analíticos que permitieron verificar la naturaleza del producto purificado y la reducción de compuestos que podrían generar interferencia. El análisis de azúcares totales mediante el método de Dubois evidenció la presencia de polisacáridos en el extracto purificado, confirmando que el producto recuperado corresponde a un compuesto de naturaleza polisacárida.

Fig. 6 Barrido espectrofotométrico de las muestras de EPS purificado. Fuente: Autores.
Tal como se observa en el espectro UV-visible (Fig 6) obtenido para el producto purificado, se evidencia un pico de absorbancia alrededor de 280 nm. Resultados similares han sido reportados en estudios previos sobre la producción de Exopolisacáridos por bacterias del género Bacillus (Salem et al., 2025). Se reportó la presencia de señales de absorbancia en esta región del espectro para EPS producidos por B. amyloliquefaciens, asociándolas a la posible presencia de complejos polisacáridos.
Adicionalmente, estos autores emplearon técnicas complementarias como FTIR para la validación estructural del EPS, identificando bandas características de carbohidratos, tales como las vibraciones de estiramiento O–H y C–O–C, conocidas como la “región del azúcar”. Si bien en el presente trabajo no se realizó análisis FTIR, el barrido espectrofotométrico UV-visible, junto con la cuantificación de azúcares totales mediante el método de Dubois, permite respaldar de manera indirecta la naturaleza polisacarídica del producto purificado. En este contexto, el pico de absorbancia observado en el espectro UV-visible se interpreta como un indicador complementario, coherente con lo reportado en la literatura.
Tabla 2 Cuantificación de azúcares totales (Dubois) y azúcares reductores (DNS) en el EPS purificado
	
	Azúcares reductores (g/L)
	EPS (g/L)

	Medio-Glucosa
	0,37
	1,73

	Medio-Sacarosa
	0,00
	1,68


Fuente: Autores
Los resultados presentados en la Tabla 2 corresponden a la cuantificación de azúcares totales y azúcares reductores en el extracto de EPS obtenido tras el proceso de purificación. El procedimiento aplicado en este estudio se basó en metodologías ampliamente reportadas para la purificación de Exopolisacáridos producidos por bacterias del género Bacillus, las cuales incluyen la eliminación celular por centrifugación, precipitación del polisacárido con etanol frío y posterior secado del extracto (Gani, Aziz y Jayaram, 2025).
Estudios reportados anteriormente, han empleado secuencias similares de purificación, destacando que la precipitación con etanol permite separar eficientemente los polisacáridos de bajo peso molecular, proteínas y azúcares residuales. En estos trabajos, la validación del EPS purificado se apoya en la disminución significativa de azúcares reductores y la conservación de la fracción polisacarídica total.
En relación con lo anterior, los resultados obtenidos mediante el método de DNS en este estudio muestran valores cercanos a cero, lo que indica la ausencia de azúcares reductores libres como glucosa o sacarosa residual. Por el contrario, el método de Dubois evidencia la presencia de azúcares totales, atribuibles principalmente a estructuras poliméricas no reductoras. Esta diferencia confirma que el carbono presente en la muestra purificada corresponde mayoritariamente a Exopolisacáridos, validando la efectividad del proceso de purificación aplicado.
Por último, otros estudios han incorporado etapas complementarias como la desproteinización mediante el método de Sevag, basado en la mezcla cloroformo:n-butanol, con el fin de eliminar proteínas asociadas al EPS, así como procesos de diálisis para remover sales y moléculas pequeñas remanentes, incrementando la pureza del biopolímero. Estas técnicas han sido ampliamente utilizadas en la purificación de EPS producidos por especies del género Bacillus, incluyendo B. megaterium, especialmente cuando se requiere una caracterización estructural más detallada del polímero (Zhou et al., 2023)
IV. Conclusiones y trabajos futuros
Para concluir B. megaterium demostró una alta capacidad para la producción de (EPS) bajo condiciones controladas en fermentación líquida, lo cual se evidenció mediante la formación de biopelículas, morfología mucosa en agar y resultados positivos en pruebas asociadas a producción de matriz extracelular.
Se concluye que el análisis combinado de azúcares reductores (DNS) y azúcares totales (Dubois) permitió confirmar el consumo progresivo de los sustratos y la acumulación de EPS entre 24 y 29 horas de fermentación, así como un consumo parcial del polímero en etapas posteriores, asociado a mecanismos de supervivencia celular. 
Por otro lado, la sacarosa se identificó como la fuente de carbono más eficiente para la producción de EPS, presentando mayores valores de producción y rendimiento en comparación con la glucosa, lo que evidencia su efecto favorable sobre la actividad metabólica y la formación de biopelículas por B. megaterium. 
Se debe agregar que, el proceso de purificación mediante precipitación con etanol frío permitió la recuperación efectiva del EPS, cuya naturaleza polisacarídica fue validada mediante la ausencia de azúcares reductores residuales, la cuantificación de azúcares totales y el análisis espectrofotométrico UV-visible. 
En conjunto, los resultados indican que el control del tiempo de fermentación y la selección adecuada de la fuente de carbono son factores importantes para la eficiencia del proceso, estableciendo una ruta reproducible para la producción y purificación de EPS a escala de laboratorio.
Por último, se recomienda desarrollar un diseño de experimentos que permita evaluar de manera estadística las variables de proceso como la fuente y concentración de carbono, pH, temperatura, velocidad de agitación y tiempo de fermentación, con el fin de optimizar la producción de Exopolisacáridos por B. megaterium .
De igual manera, se propone ampliar el estudio de fuentes de carbono alternativas, incluyendo sustratos biodegradables y residuos orgánicos de origen agroindustrial, con el propósito de evaluar su viabilidad y su potencial para reducir costos en la producción de EPS. Por último, para estudios posteriores se aconseja evaluar el proceso en sistemas de fermentación controladas (biorreactor), que permitan un mayor control de las variables y una mejor producibilidad del proceso.
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