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RESUMEN

Los ambientes pristinos albergan una gran diversidad de microrganismos con
propiedades unicas y aun poco exploradas, entre ellas, la capacidad de producir
exopolisacéridos (EPS) con propiedades bioemulsificantes, lo cual representa un
area de crecienteinterés biotecnolégico en la industria alimentaria, farmacéutica y
ambiental. En este estudio, se evalud el efecto de dos condiciones contrastantes de
cultivo (sésil y planctonico), sobre la producciéon y estabilidad de un compuesto
emulsificante. Dicho “ecompuesto fue producido por la cepa halotolerante
Glutamicibacter sp. XHA18, aislada de un cenote pristino de la peninsula de
Yucatéan. La produccién y estabilidad de este compuesto fue evaluada mediante el
indice de emulsificacibn a 24-h (IE24). Para ello, se ajustaron las condiciones
fisicoquimicas en ambos tipos de, cultivo, las cuales incluyeron la fuente de carbono
y nitrégeno, asi como el pH, agitacion y salinidad. Posteriormente se aplicaron
metodologias especificas para la gxtraccion de compuestos de alto y bajo peso
molecular, logrando la purificacion de un.EPS que fue caracterizado mediante FTIR,
UV-Vis, SEM-EDS, XRD y analisis de‘carga i6nica. Los resultados mostraron que el
cultivo sésil promovié una mayor actividad-emulsificante (IEz24 62.09%) en un tiempo
menor (24 h) y estable por mas de“un afio; En contraste, el cultivo plancténico (IE24
60.09%) a 96 h, demostré la pérdida progresiva de la emulsificacién en el tiempo.
En ambas condiciones, la dextrosay.un pH alealino favorecieron significativamente
la produccién, mientras que la salinidad afectd negativamente la produccién del
bioemulsificante. El rendimiento de EPS) fue superior en cultivo sésil (2.8 g/L)
respecto al plancténico (1.8 g/L), y lasCaracterizacion FTIR y el potencial Z
confirmaron su naturaleza polisacaridica ‘con una carga negativa, asociada a su
capacidad de formar emulsiones estables con diversos sustratos hidrofébicos
incluso en condiciones de salinidad al 5 y 10%. Seguidamente, los ensayos
toxicolégicos realizados con Artemia salina y Cucumis sativus confirmaron la baja
toxicidad del EPS, con solo efectos minimos en plantilas_a concentraciones
elevadas. El analisis gendmico reveldé que la cepa XHA18(pertenece al género
Glutamicibacter, pero con diferencias en el contenido de G+C . perfil metabdlico
respecto a otras cepas disponibles en GenBank, lo que sugiere que padria tratarse
de una nueva especie. En conjunto, los hallazgos de este estudio aportan
informacion novedosa sobre la biosintesis y estabilidad del EPS bioemulsificante en
condiciones sésiles, con alto rendimiento y estabilidad, proponi€éndo a
Glutamicibacter sp. XHA18 como un recurso biotecnologico promisorio para
aplicaciones industriales y ambientales.

Palabras Claves: Metabolitos secundarios, Toxicidad, Bioestimulacién, Tolerancia)a
salinidad, Emulsificaciones.
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ABSTRACT

Pristine environments harbor a wide diversity of microorganisms with unique and
largely unexplered properties, including the ability to produce exopolysaccharides
(EPS) with bicemulsifying activity—an area of growing biotechnological interest in
the food, pharmaceutical, and environmental industries. In this study, the effect of
two contrasting culturesconditions (sessile and planktonic) on the production and
stability of an emulsifyinig compound was evaluated. This compound was produced
by the halotolerant strain-Glutamicibacter sp. XHA18, isolated from a pristine cenote
in the Yucatan Peninsula®”"EPS production and stability were assessed through the
24 h emulsification index (IEzz). Physicochemical conditions were optimized in both
culture systems, including carbon and nitrogen sources, pH, agitation, and salinity.
Specific methodologies were ‘then applied for the extraction of high and low
molecular weight compounds, achieving the purification of an EPS that was
characterized by FTIR, UV-Vis, SEMFEDS, XRD, and zeta potential analysis. The
results showed that the sessile culture promoted higher emulsifying activity (IE24 of
62.09%) in a shorter time (24 h), with stability maintained for over a year. In contrast,
the planktonic culture (IE224 of 60.09% at 96 h) showed a progressive loss of
emulsification over time. In both conditions,. déxtrose and alkaline pH significantly
favored EPS production, while salinity~had a negative effect. The EPS vyield was
higher in sessile culture (2.8 g/L) compared to ‘planktonic (1.8 g/L). FTIR and zeta
potential analysis confirmed the polysaceharide nature of the EPS, with a negative
charge associated with its ability to form stable emulsions with various hydrophobic
substrates, even under 5-10% salinity. Toxicity assays using Artemia salina and
Cucumis sativus confirmed the low toxicity of the EPS, with only minor effects on
seedlings at high concentrations. Genomic analysis revealed that strain XHA18
belongs to the genus Glutamicibacter but exhibits differencessin G+C content and
metabolic profile compared to other strains available in GenBank,.suggesting it may
represent a novel species. Altogether, the findings of this study provide novel insights
into the biosynthesis and stability of bioemulsifying EPS under sessile\conditions,
with high yield and long-term stability, positioning Glutamicibacter sp,.XHA18 as a
promising biotechnological resource for industrial and environmental applications.

Keyword: Secondary metabolites, Toxicity, Biostimulation, Salt tolerance, Emulsion
stability
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Los exopolisaearidos (EPS) son polimeros de alto peso molecular secretados por
una variedad de-microrganismos, incluidas las bacterias, que sintetizan moléculas
activas (Ates, 2015).,Ademas de carbohidratos, los EPS pueden incluir proteinas,
lipidos y acidos nucleicos, formando estructuras heterogéneas conocidas como

biopeliculas (Trilokesh.et-al., 2024).

Las biopeliculas o cultivos sésiles, donde normalmente crece la mayoria de las
bacterias, confieren caracteristicas especificas a los microrganismos que se
desarrollan bajo esta condicion.\Por ejemplo, soportar altas presiones osmaoticas,
temperaturas extremas y variaciones de pH, ademas, facilitan las interacciones
intercelulares, la transferencia horizontal de genes, la captura de nutrientes, evitan
la desecacion, entre otras funciones (Funariyy Shen, 2022). En comparacion con su
contraparte, los microrganismos” planctonicos, que pueden morir facilmente al
enfrentarse a condiciones de estres (Samrot et alf, 2021). Por tal motivo, la condicion
de biopelicula juega un papel esencial’para obtener ventajas protectoras fisicas,
fisiologicas y genéticas, asi como la preduccion desdiversas moléculas de interés
(Yin et al., 2019).

Sin embargo, las propiedades y caracteristicas de dos. EPS pueden variar
considerablemente dependiendo del tipo de microrganismo 'y del ambiente en el que
se desarrollan (Rana y Upadhyay, 2020). Los microrganismos extremofilos producen
compuestos especificos que les ayudan a protegerse de condiCiones extremas
especificas; por ejemplo, los microrganismos adaptados a condiciones salinas
producen compuestos que mantienen las concentraciones de potasio“y.cloruros
equilibradas con respecto a las concentraciones extremas del medio-ambiente
(Thakur etal., 2022). A pesar de ello, el microbioma marino se encuéntra
practicamente inexplorado, pese a ser un ambiente rico y diverso en organismaos
productores de moléculas activas (Barzkar et al., 2024), por lo que se podria estar

ignorando a un sinfin de microrganismos adaptados a condiciones especificas
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capaces, de producir una amplia gama de moléculas activas unicas, comparado con
los ecosistemas terrestres en donde basicamente se han agotado los recursos para
el descubrimiento de estas moléculas de interés (Gudifia et al., 2016; Srinivasan et al.,
2021).

Dada su capacidad *para resistir condiciones extremas, los microrganismos de
ambientes extremas, como las bacterias halotolerantes que habitan los cenotes
pristinos de la peninsula/de Yucatan, son de especial interés. Estos organismos son
una fuente prometedora.de nuevos biopolimeros que podrian satisfacer la creciente
demanda industrial de poliméros naturales con caracteristicas comparables a los
sintetizados a partir de hidrocarburos, pero con mayor estabilidad frente a

condiciones adversas (Maldonado-Desena et al., 2022; Stincone y Brandelli, 2020).

Tradicionalmente, la produccion “industrial de EPS se realiza en cultivos
planctonicos, donde los microorganismos crecen en forma libre. Sin embargo, esta
metodologia puede pasar por altorlas condiciones ambientales reales y por ende la
restriccion en la produccion de biomoléculas de.interés. La induccion de biopeliculas
bajo condiciones de cultivos sésiles_puede llevar a la obtencion de productos
extracelulares novedosos (Liu et al.,, 2040)~.No obstante, a pesar de la similitud
genética entre diferentes cepas, estas pueden.sintetizar compuestos con
actividades distintas, esto debido a las condiciones ambientales especificas de cada
especie (Serrato, 2022). Por eso, los parametros de fermentacion y las condiciones
del cultivo pueden modular la produccion de polimeros con”pesos moleculares
definidos para ser adaptados a industrias especificas, (Bonartseva et al., 2017;
Ertesvag, 2015).

En este estudio, se evalud la produccion de un compuesto emulsificante\por.la cepa
halotolerante Glutamicibacter sp. XHA18, aislada del cenote pristino X'can ho che
ubicado en la peninsula de Yucatan, México 21° 04' 17" N. 89° 36' 26"O (De lza Rosa-
Garcia et al., 2007) bajo condiciones contrastante de cultivo sésil (formacion” de
biopelicula) y plancténico (vida libre). Se identificaron los tiempos de mayor,

actividad emulsificante y se evaluaron las condiciones de cultivo, incluyendo la
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velocidad de agitacion, el pH y la salinidad, asi como la composicion del medio de
cultivo mediante la seleccion de fuentes de carbono y nitrégeno que favorecieran la
produccion _y. estabilidad del compuesto emulsificante. Se determind que el
compuesto conm actividad emulsificante correspondia a un exopolisacarido (EPS), el
cual fue purificado y caracterizado mediante técnicas espectroscopicas vy
estructurales (FTIR,-UV-Vis, SEM-EDS y XRD), Ademas, se evalud la capacidad
emulsificante contra‘diferentes sustratos hidrofébicos, su estabilidad en condiciones
de alta salinidad y su toxicidad en dos modelos in vivo (Artemia salina y semillas de
Cucumis sativus). Los resultados obtenidos destacan el potencial de este
biopolimero como una alternativa sostenible en diversas aplicaciones industriales.
Conocer el proceso de produccion de EPS no solo permite mejorar la eficiencia en
la sintesis de estas moléculas bioactivas, sino que también garantiza su viabilidad
econdmica, su caracter no toxicosy* su aplicabilidad en sectores como la

biorremediacion, la biotecnologia agricolasyJa industria alimentaria.
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2.1 Tensoeactivos

Los tensoactivos son.compuestos quimicos que presentan propiedades anfifilicas,
es decir, su estructura.esta compuesta por una porcién hidrofébica y otra hidrofilica
y se clasifican segun "sus)caracteristicas y peso molecular (lvankovi¢ y Hrenovic,
2010). Son utilizados ampliamente por distintas industrias como ingrediente principal
en muchos de sus procesos,,ya que, al ser compuestos solubles, tienen la
peculiaridad de reducir la tension superficial y/o interfacial que existe entre dos
compuestos inmiscibles (surfactantes). Es asi como, los hidrocarburos pueden
solubilizarse en agua y viceversa,vasi como la capacidad de emulsionar dos
compuestos insolubles (emulsificantes)««+Sin embargo, los tensoactivos aun se
producen a partir de hidrocarburos,-por €llo, existe una creciente preocupacion
ambiental en la busqueda de alternativas ecolégicas en su produccion. Por lo tanto,
metabolitos secundarios como los biosurfactantes. (BS) y bioemulsificantes (BE)
producidos por microrganismos, han ganado,el interés.de los investigadores (Banat,
1995; Ferreira et al., 2020).

2.1.1 Biosurfactantes

Los BS son compuestos constituidos por una parte hidréfoba y otrashidrofilica,
siendo la parte hidrofébica un acido graso, mientras que la parte ‘hidrofilica se
encuentra constituida por cadenas lineales o ciclicas de aminoacidos, per-€llo, son
biomoléculas con propiedades anfifilicas, con una gran diversidad estructural, Se
clasifican por su bajo peso molecular como glicopéptidos, fosfolipidos y lipopéptidas
(Biniarz et al., 2017). Estos compuestos son biosintetizados por distintas especies de

hongos y bacterias, sin embargo, se considera a estas ultimas como las principales
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sintetizadoras de BS. Los lipopéptidos son el grupo de BS mas estudiado, estos se
clasifican” en tres familias (Fig. 2.1), dependiendo de la estructura ciclica de los
péptidos, donde podemos encontrar a la surfactina, fengicina e iturina (Gross y Loper,

2009; Zhao et al:, 2017).

Fengycin

Figura 2.1. Estructura molecular de lipopéptidos. Tomadé de (Grabova et al., 2016)

2.1.2 Bioemulsificantes

Los BE son compuestos con un peso molecular mayor que el de los BS, debido a
que regularmente estan constituidos por heteropolisacaridos, lipopolisacaridos,
polisacaridos, lipoproteinas y proteinas (Perfumo et al., 2010; Raiger lustmafy Lépez,
2009). Los BE, también son conocidos como biopolimeros de alto peso malecular o
exopolimeros. Estos compuestos, con una mayor eficiencia que los BS tiene la
capacidad de emulsionar dos compuestos inmiscibles, incluso a bajas
concentraciones. Sin embargo, presentan una baja efectividad para reducir la

tension superficial, por lo que se menciona que solo presentan actividad
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emulsionante. Por lo tanto, se les han atribuido a sus diversas estructuras quimicas
(Fig. 2.2) la capacidad de mantener y estabilizar las emulsiones con una gran
efectividad’_por diversos periodos de tiempo (Uzoigwe etal.,, 2015). Estas
emulsificaciones, son consideradas estables cuando las micelas mantienen sus
propiedades en, €l\tiempo, lo cual se determina cuando el sistema se transforma

nuevamente en dos.fases separadas (Reyes et al., 2012).
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Figura 2.2 Estructura molecular de algunos Bioemulsificantes. a) Emulsano b) Goma xantana c) Pululano
d) Curdlan. Tomado de Rubio-Ribeaux et al., (2023)

2.2 Produccion de biosurfactantes y bioemulsificantes

Los metabolitos secundarios como los BS y BE son el claro ejemplo dedas<distintas
adaptaciones evolutivas que han tenido un sinfin de microrganismos, ya.’que la
produccion de estas moléculas esta relacionada con la necesidad de ‘crear
mecanismos de adaptacion para enfrentar las condiciones adversas del medio
donde se desarrollan (concentraciones elevadas de salinidad, pH, temperatura;

entre otras). Por ello, la produccion de una matriz extracelular conocida como
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biopeliCula es una estrategia eficazmente utilizada para enfrentar estas condiciones.

Ademasstales adaptaciones les permiten obtener su fuente de energia de sustratos

inmiscibles en agua, gracias al uso de productos de superficie activa para absorber,

emulsionar, ‘thumedecer, dispersar o solubilizar un compuesto (Healy et al., 1996;

Nikolaev y PlakunoV)2007; Karlapudi et al., 2018). En la Tabla 2.1 se muestran diversos

tipos de BS y BE producidos por diferentes microrganismos.

Tabla 2-1. Biosurfactantes y bioemulsificantes producidos por diferentes microrganismos.

Microorganismo

Acinetobacter calcoaceticus
RAGH1, Arthrobacter

Acinetobacter radioresistens

Antarctobacter

Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682

Arthrobacter, Rhodococcus,

Halomonas

Corynebacterium kutscheri

Bacillus licheniformis BAS50,

Azotobacter chroococcum

Compuesto

Emulsan@

Alasan

Glicaproteinas

Yansan

Glicolipidos

Glicolipopéptidos

Lipopéptidos

Composicion quimica

Polisacaridos y proteinas: enlaces

O-éster y N-acilo

Polisacaridos proteicos (1MDa)

con alanina unida covalentemente

Proteinas y acidos urdnicos

Proteinas, acidos grasos: acido
palmitico, estearico, laurico,
aléico’y monosacaridos:
galactosa, glucosa, manosa
Glucosa: glugbsa, galactosa, etc.
Eipidos: acido caprilico, palmitico,

oleicg, etc.
Carbohidratos, lipide§'y proteinas

Lipidos: acidos grasos quearian
de tamano (de C12 a CA7),
lineales o ramificados y péptidos:

asparagina, valina, leucina, etc.

Referencia

(Zuckerberg et al., 1979)

(Navon-Venezia et al., 1995)

(Gutiérrez et al_, 2007a; Gutiérrez et al_,

2007b)

(Amaral et al_, 2006; Trindade et al_,
2008)

(Peng et al_, 2007; Pepi et al_, 2005;
Schulz et al_, 1991)

(Thavasi et al., 2007, 2008)

(Thavasi et al., 2008; Yakimov et al.,
1995)

2.3 Factores que afectan la produccion de biosurfactantes y
bioemulsificantes

2.3.1 Temperatura

La temperatura es uno de los parametros mas importantes en la produccion de

moléculas de interés, puesto que afecta directamente el crecimiento y desarrollo del
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microrganismo. Esto se debe a que el crecimiento de los microrganismos se
encuentra delimitado por un rango especifico de temperatura (Tripathi et al., 2019).
Ademas, esta variable afecta el metabolismo del microrganismo, ya que para la
fermentacién_'de carbohidratos y otros sustratos es necesario una temperatura
especifica, ademas, esta debe mantenerse estable durante dicho proceso (de
Carvalho, 2018). Por_ejemplo, al incubarse a una temperatura mayor a la éptima del
microrganismo, podria~verse afectada la actividad enzimatica, debido a la
desnaturalizacion de las proteinas y/o enzimas esenciales, por ende, se veria

afectada la produccion de BS .y BE (Begum et al., 2023).

2.3.2 pH

Al igual que la temperatura, el’pH del medio es crucial para el crecimiento de los
microrganismos, puesto que, est0s_cuentan con un rango especifico en el cual
pueden crecer, desarrollarse y -metabolizar-‘sustratos para incluirlos en su
metabolismo (Jimoh y Lin, 2019). Por lo tanto, la produccién de BS y BE podria verse
afectada sino se proporcionan las condigcienes apropiadas de pH en los medios

donde se extraen estos compuestos (Bednarski et al.,~2004).

2.3.3 Salinidad

Los microorganismos pueden encontrarse en todos los habitats naturales, desde
ambientes dulceacuicolas hasta ambientes extremos con altas concentraciones de
sal como lo es el mar muerto, la principal diferencia entre estos microerganismos
seran las estrategias que poseen para adaptarse a las diferentes condiciones
extremas (Oren, 2002). Los microrganismos capaces de crecer en ambientes con
altas y bajas concentraciones salinas estan agrupados en funcién a su capacidad
para soportar ciertas cantidades de sal presentes en el medio en que se encuentran

y comunmente se clasifican en halotolerantes moderados y halotolerantes extremos
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(Sorias2004). La composicion lipidica de la membrana plasmatica y la inclusion de
metabolitos compatibles como los BS y los BE son los responsables de la tolerancia
a las elevadas presiones osmoticas. Sin embargo, la produccion de estos
compuestos.padria verse afectada en organismos haldfilos, los cuales dependen
estrictamente de(altas concentraciones salinas requeridas por el microrganismo
(Russell, 1989; Margesin y Schinner, 2001).

2.3.4 Disponibilidad’de nutrientes

La biosintesis, propiedades y rendimiento final de BS y BE varia considerablemente
dependiendo de la composicion y tipo de cultivo en el que el microrganismo se
desarrolla al momento de secretar estos compuestos (Rana y Upadhyay, 2020). Por
ejemplo, se lograran obtener una variedad de compuestos activos cuando la fuente
de carbono sea diversa; sin embargo, esto no es sinénimo de un medio
nutricionalmente rico o adeetado; por<lo’ que dependera estrictamente de la
capacidad del microrganismo para-asimilar Jos compuestos disponibles en el medio
(Ehlers y Luthy, 2003). Por otra parte, una diversidad nutricional en la fuente de
nitrbgeno  proporcionara las distintas cemposiciones y caracteristicas

representantes en los BS y BE (Begum et al.,y2023).
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2.4-Beteccion de la actividad biosurfactante y
bieemulsificante

Existen diverses métodos para detectar la actividad de los tensoactivos bioldgicos,
estos métodos ‘'se basan principalmente en el analisis fisico de los compuestos
producidos. Los métodos mas conocidos son: la actividad hemolitica, la prueba de
gota colapsada, pruebarde dispersién del aceite, indice de emulsificacion, placa de
agar azul o placa deagar CTAB, el método de agar de superposicion de
hidrocarburos, entre otros (Shah et al., 2016). Algunos métodos presentan ventajas o
desventajas sobre otros (ver Tabla 2.2) ya que la mayoria de estos se basan en
comprobar la actividad superficialfinterfacial del sobrenadante de los cultivos,
mientras que otros se basan en identificar la hidrofobicidad que se encuentra en la

superficie celular (Walter et al., 2010).

Tabla 2-2. Métodos mas utilizados para la deteccion‘rapida de biosurfactantes y bioemulsificantes.

Método de deteccién Ventaja Desventaja
Métoado no especifico, ya que detecta

- Facil de usar enzimas liticas y factores virulentos que

Actividad hemolitica J . . d
para detectar BS muestran.comportamientos similares a

los BS
Prueba de gota Especifico para No detecta bajas concentraciones de BS
colapsada detectar BS y suele generar falsos negativos

Facil interpretacion de

Agar azul Solo detecta grupes especificos de BS
s resultados para detectar BS = =
indice de Facilidad de aplicacién Método no especifico, ya.gue detecta
emulsificacion para detectar BE compuestos similares@ BS.y BE
Ensayo de Requiere equipos especificos\para

Deteccion rapida de BE

emulsificacion realizar la metodologia

Tiempo reducido de Requiere equipos especificos de

Ensayo de turbidez L, .
aplicacion para detectar BE espectroscopia
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2.5-Cultivos sésiles y planctonicos

En el medio-ambiente, generalmente las bacterias viven y se desarrollan en dos
tipos de crecimiento, uno donde estos microrganismos nadan y/o se desplazan
libremente en el'\medio (planctdnicas) y otro donde existe la creacién de estructuras
heterogéneas donde _los microrganismos son rodeados por una matriz polimérica
extracelular (mayormente, polisacaridos) conocida como biopelicula. En esta, las
comunidades sésiles seadhieren a superficies inertes (por ejemplo, rocas, troncos,
vidrios, plastico, etc.) u organicas (por ejemplo, piel, cuticula, mucosa, etc.) con el
fin de obtener mejores condicienes (Moreno-Paz et al., 2010; William Costerton et al.,
1995). El cultivo plancténico, permite que estos microrganismos se dispersen y
colonicen nuevos entornos. En contraste, la condicion sésil, permite que las colonias
regularmente constituidas por _diferentes tipos de bacterias vivan de manera
coordenada y prolongada, lo cual“permiteyde manera significativa su proliferacion
(Berlanga y Guerrero, 2016). Las bacterias quesse.desarrollan en biopeliculas son de
principal interés para la industria biotecnolégica; puesto que se encuentra activa la
busqueda de compuestos novedosos (por) ejemplo, biosurfactantes,
bioemulsificantes, etanol, entre otros) que'son sintetizados por microrganismos bajo
este tipo de crecimiento (Mukherjee et al., 2006). El desarrollo de los microrganismos
dentro de una matriz polimérica extracelular ofrece una mayor proteccién frente a
las condiciones adversas y agentes xenobidticos, lo que.podria convertirlos
facilmente en cepas resistentes (Imfeld y Vuilleumier, 2012; Nickzad y Déziel, 2014),
por esta razén, el 99.9% de las bacterias se desarrollan en biopeliculas en una

amplia gama de superficies ambientales (Donlan y Costerton, 2002).
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2.6.1 Tehsoactivos sintéticos

En general, pata la.remediacion de sitios contaminados con hidrocarburos, se
utilizan moléculas sintéticas conocidas como tensoactivos o surfactantes (Mao et al.,
2015). Sin embargo, al'ser moléculas complejas derivadas del petréleo, su particular
persistencia en el ambiente’y su alta toxicidad, solo representan una remediacion
parcial o temporal del sitio (Re€is et al., 2013). Ademas, el uso de los surfactantes en
procesos industriales suele ‘génerar dos tipos de contaminantes: subproductos
derivados de la misma actividad_industrial y los remanentes de los surfactantes
empleados, convirtiéndose ambos ‘en contaminantes peligrosos para el medio
ambiente, puesto que los remanentes son dificilmente biodegradados y por lo
regular, consumen mas energia/delsisttma/donde son aplicados en comparacién a

los BS y/o BE (Edwards et al., 2003)

2.6.2 Tensoactivos bioldgicos

Con el interés de proteger el medio ambiente, actualmente existe una constante
busqueda de moléculas de origen biolégico que posean caracteristicas similares a
los surfactantes sintéticos, que puedan producirse a gran escala utilizando como
sustratos diversas fuentes renovables, pero que ademas se produzcan en tiempos
cortos (Biniarz et al., 2017). En este sentido, los tensoactivos biologices o mejor
conocidos como biosurfactantes y/o bioemulsificantes ya son considerados una
alternativa ecoldgica para los tensoactivos sintéticos, puesto que se consideran
biomoléculas ecoldgicas, de facil degradacién y menos téxicas que su contraparte
sintética, denotando un sinfin de estructuras, propiedades y funciones, dentro de las

cuales se incluyen: antimicrobianas, antitumorales, antivirales, emulsionantes,
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solubilizantes, dispersantes, humectantes, entre otras (Banat et al., 2010; Kaur Walia
y Swarapnijit Singh, 2015).

2.6.3 Uso potencial de tensoactivos biologicos en la industria

Los BS y BE cuentan’hey en dia con una amplia gama de aplicaciones en diversas
industrias importantes,»~donde destacan la industria alimentaria, cosmeética,
farmacéutica, teniendo mayor presencia en la industria petrolera, ya que estas
biomoléculas son utilizadas™ para recuperacion de petroleo en suelos y para
biorremediacién por contaminacion de este. A pesar de ello, cumplen funciones
distintas respectivamente en cada industria las cuales se describen en la Tabla 2.3
(Santos et al., 2016).

Tabla 2-3. Aplicaciones de los biosurfactantes'y,bioemulsificantes en la industria. Tomado de (Santos et al., 2016)

Industria Aplicaciéon Uso/rol de los BS y BE
Emulsificacion de/’ aceites, descenso de tension interfacial,
Recuperacion mejorada de solubilizacion de ateites, reduccién de viscosidad, dispersion de
Petrdleo petroleo (MEOR) y aceites, humectation de superficies sdlidas, esparcimiento,
desemulsificacion detergencia, formacién de espuma, inhibicion de corrosién en

equipos.
Emulsificacion y Solubilizacion de aceites arematizados, control de consistencia,
Alimentaria desemulsificacion; Ingrediente  emulsificacién, humectante, esparcimiento, detergencia,
funcional espumante, espesante.

Agentes  anti-adhesivos, agentes  antifungicos, agentes
antibacterianos, agentes antiviralgs), vacunas, terapia génica,
moléculas inmunomoduladoras.

i Microbioldgico; Productos

Farmacéutica oo P

farmaceéuticos y terapéuticos

Humectacion, dispersidn, suspension de plaguicidas y fertilizantes

en polvo, emulsificacion de soluciones de plaguicidas, facilitacion

Agricola Biocontrol y fertilizantes de los mecanismos de control bioldgico de mierobigs, eliminacion

de patogenos de plantas y aumento de la biddisponibilidad de
nutrientes para microbios beneficiosos.

Emulsificantes,  espumantes,  solubilizantes,  humectantes,

Cosmética Productos de salud y belleza o e . . o P
limpiadores, antimicrobianos, mediadores de la accion enzimatica.
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2.~Demanda global de los tensoactivos

Pese a que-el uso de los tensoactivos sintéticos representa un constante peligro
para el medio_ambiente, las propiedades y diversas aplicaciones con las que
cuentan estas moléculas, han permitido que el mercado global de estos compuestos
se encuentre en constante aumento. Para el afio 2021 el valor aproximado del
mercado era de $ 457450 millones de délares (mdd) mientras que en el 2023 la
demanda se estimé en $ 54,700 mdd y dado a que presenta un crecimiento anual
del 5.8%, se estima que para’el afio 2030, el mercado alcance los $ 81,000 mdd
(Acmite, 2024; Research y Markets, 2024)

Sin embargo, con el interés de proteger el medio ambiente a nivel mundial, y a pesar
de que los surfactantes sintéticos son mas economicos, la demanda global de los
surfactantes biolégicos también_va en ascenso. Para julio de 2024 la demanda se
registré en $ 32,488 mdd y se espera que para 2030 alcance los $ 60,112 mdd, con
una tasa de crecimiento anual compuesta del10.7 %, puesto que los tensoactivos
biolégicos ya son considerados ,una " alternativa a los surfactantes
sintéticos(Research & Markets, 2024)

2.8 Genoma bacteriano

El genoma bacteriano comprende el material completo del material genético
presente en la célula de una bacteria. Contiene la informacion/necesaria para
regular los procesos basicos de la célula, responder a estimulos ambientales, asi
como para la produccion de metabolitos primarios y secundarios (Benderet al., 2018).
Este material genético se encuentra comunmente contenido en un cromosoma
circular, aunque ciertas especies pueden incluir estructuras conocidas*como
plasmidos y elementos extra cromosdmicos que por lo regular estan ligadas+a
ventajas adaptativas como la resistencia a antibidticos o la produccion de
compuestos especializados (Garcia-Vallve et al., 2000; Oliveira et al., 2016).
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Los\.analisis gendmicos permiten comprender los mecanismos bioquimicos vy
fisiol6gicos, ‘que intervienen en la produccion de compuestos bioactivos, como
antibioticos biosurfactantes, bioemulsificantes, entre otros (Kaur y Dey, 2023). Estos
analisis se basan en identificar las vias metabdlicas responsables de biosintesis de
estos compuestos; asi como para disefiar estrategias para optimizar su produccién
(Antoniou et al., 2015):

2.8.1 Rutas metabdlicas de los exopolisacaridos

Los EPS desempefan funciones estructurales y protectoras, ademas facilitan la
adhesion celular y formacion de, )biopeliculas, siendo estas caracteristicas
particularmente utiles en distintas industrias biotecnoldgicas (Freitas et al., 2011).
Desde el punto de vista genomico, la sintésis de estos compuestos esta marcada
por rutas metabolicas especificas, dentro deflas cuales destacan las rutas Wzx/Wzy,
ABC (ATP-binding cassette) y sintasa, siendo'la primera la mas estudiada en

microrganismos productores de EPS (Schmid et'al’,.2015).

El proceso de sintesis en la via Wzx/Wzy inicia ¢on la activacion de azucares
simples por medio de enzimas conocidas como glucosiliransferasas, las cuales
transfieren residuos de azucares activados a lipidoS..transportadores en la
membrana citoplasmatica. Seguidamente, proteinas " transportadoras Wzx
translocan las unidades repetidas de polisacaridos a traves .de la membrana,
posteriormente, proteinas Wzy catalizan la polimerizacion de las unidades repetidas
para formar cadenas largas de polisacaridos. Finalmente, los polisacaridos son
liberados al exterior de la célula o en su caso, permanecen anclados a la meémbrana
formando estructuras protectoras (Islam y Lam, 2014; Schmid et al., 2015; Whitfield,
2006).

Estudios recientes han demostrado que la produccion de EPS puede ser inducida

por condiciones ambientales especificas o0 a través de modificaciones genéticas, lo
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quevesalta la importancia de un analisis detallado del genoma bacteriano en cepas
de impaortancia biotecnoldgica con el fin de identificar y optimizar las rutas de sintesis

de estos compuestos (Upadhyaya et al., 2025; Y. Wang et al., 2023).

2.9 ClasificaciOn taxonoémica y caracteristicas generales del
género Glutamicibacter

El género Glutamicibacter, previamente clasificado como Arthrobacter, pertenece a
la familia Micrococcaceae § al orden de los Actinomicetos (Busse, 2016). Se
compone de bacterias aerobicas, Gram positivas y catalasa-positivas, con una
morfologia celular variable que cambia de bacilos en cultivos jovenes a formas
cocoides en cultivos envejecidos, un-fendmeno conocido como pleomorfismo
(Karthik et al., 2023). Esta plastieidad fenotipica les confiere una gran adaptabilidad a
diversas condiciones ambientales’_El génerorincluye tan solo 13 especies validadas
internacionalmente en la Lista Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature,

siendo Glutamicibacter protophormiaeda especietipo (LPSN, 2025).

Las especies de Glutamicibacter han sido aisladas de una amplia gama de entornos,
incluidos suelos contaminados con metales pesados, aguas industriales, el tracto
intestinal de mamiferos, muestras clinicas y productos laeteos (Karthik et al., 2023;
Monnet et al., 2010; Yamamoto et al., 2017). Su capacidad para celenizar estos nichos
ecologicos se atribuye a su versatilidad nutricional y su resistencia a condiciones
extremas de estrés ambiental, caracteristicas tipicas de los Actinomicetos (Das et
al., 2020). Estas propiedades han despertado un creciente interés biotecnolégico,
particularmente en la produccidon de compuestos bioactivos con aplicaciones

industriales y ambientales (Karthik et al., 2023).
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Glautamicibacter

Los Actinomicetos representan uno de los grupos microbianos mas importantes en
la produccién”de metabolitos secundarios con aplicaciones biotecnoldgicas,
destacandose ‘porr su produccion de antibidticos, enzimas hidroliticas,
inmunosupresores 'y compuestos con propiedades antitumorales (Janos Bérdy, 2005;
Qin et al., 2011). En particular, el género Glutamicibacter ha sido identificado como
un productor de exopolisacaridos (EPS) con actividades biolégicas de interés,
incluyendo propiedades antioxidantes, prebidticas y antiinflamatorias (Li et al., 2015;
Xiong et al., 2020). Ademas, se~ha reportado su capacidad para la biosorcion de
metales pesados, lo que lo hace un candidato prometedor para aplicaciones de

biorremediacion (Shuhong et al., 2014).

A pesar de la creciente evidencia.sobre la produccion de EPS en Glutamicibacter,
los estudios sobre su aplicacion en, _procesos de emulsificacion y estabilizacion de
hidrocarburos son escasos. Mientrasique, otros Actinomicetos, como Rhodococcus
y Gordonia, han sido ampliamente estudiados” por su capacidad para producir
biosurfactantes y bioemulsificantes (Mohammed et al42021; Ta-Chen et al., 2008), los
estudios en Glutamicibacter son limitados. Esto representa una brecha en el
conocimiento que podria explorarse para el desarrollo. de nuevos agentes

bioemulsificantes sostenibles.

2.11 Aplicaciones biotecnoldgicas y potencial en
biorremediacion

El interés en los EPS como agentes bioemulsificantes ha crecido significativamente
debido a su capacidad para mejorar la biodisponibilidad de hidrocarburos en

procesos de biorremediacién (Ron y Rosenberg, 2001). Ademas, los EPS pueden
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actuarcomo agentes en el tratamiento de aguas residuales, lo que amplia su campo

de aplicacCion en la industria ambiental

La exploracién de EPS producidos por Glutamicibacter en entornos con alta
salinidad y la€valuacidén de su estabilidad en estos medios podrian proporcionar
informacion clave _sobre su viabilidad en aplicaciones industriales. Si se confirma
que estos EPS poseenactividad bioemulsificante y tolerancia a la salinidad, podrian
representar una alternativa ecologica a los surfactantes sintéticos utilizados en la
industria petrolera y en la remediacién de ecosistemas contaminados (More et al.,
2014).

2.12 Toxicidad de los tensodctivos sintéticos

Los tensoactivos sintéticos o ‘surfactantes actualmente se emplean en diversos
procesos domeésticos e industriales debidoe a sus diversas propiedades
fisicoquimicas. Sus aplicaciones vam desde la produccion de detergentes
industriales, pinturas, productos farmaceéuticos, dé aseo y cuidado personal, incluso
son utilizados para ciertos procesos de reCuperacién./de petrdleo y en la mineria
(Collivignarelli et al., 2019; Moura et al., 2019; Ramprasad y Philip, 2016).

Sin embargo, estos son considerados uno de los contaminantes emergentes mas
desafiantes de eliminar del medio ambiente, puesto que el usoldesmedido y elevado
de estos compuestos y sus derivados afectan directamente la dindmica natural de
los microrganismos en el ambiente, alterando los ciclos biogeoquimicos, los
procesos de crecimiento y reproduccion de ciertos organismos (Badmus ‘et al., 2021).
Por ejemplo, el cloruro de benzalconio y el sulfonato de alquilbenceno. lineal son
comunmente utilizados para la produccion de detergentes y suavizantes de telas,
asi como de productos de cuidado personal (Brycki et al., 2017; Moura et al., 2019;
Watson et al., 2012). Estos compuestos, o sus derivados, llegan con facilidad a las

plantas de tratamiento de aguas residuales, las cuales en muchos casos no tienen
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la capacidad de removerlos por completo, permitiendo su liberacidon directa al
ambiente” (Bautista-Toledo etal., 2014; Camacho-Mufioz etal., 2014). Por ello,
anteriormente se reporté que los tensoactivos sintéticos se encuentran en aguas
superficiales_y/residuales en concentraciones que varian desde los 10 a mas de
1000 pg/L (X. Wang et al., 2023). Estos compuestos, por lo general aumentan la
solubilidad de los”centaminantes disponibles en el medio por lo que facilitan la
eutrofizacion de los.mantos acuiferos (Zanoletti etal.,, 2017), de igual forma,
ocasionan un gran impacte bioquimico, patoldgico, fisioldgico, entre otros, en
organismos acuaticos y terrestres (Zhu et al., 2018). Se ha demostrado que estos
compuestos provocan irritacion.en la piel y problemas respiratorios en organismos
terrestres y disminuyen la resistencia al estrés ambiental en organismos acuaticos,
afectando directamente en los proceésos de crecimiento y reproduccion de estos
(Collivignarelli et al., 2019).

Por ello, la toxicidad que presentanrlos tensoactivos sintéticos se ha convertido en
una preocupacion mundial, generado regulaciones gubernamentales sobre su
produccion, uso y eliminacion, debidoa su casimnula biodegradabilidad y alteracion

al medio ambiente (R. F. Nunes y Teixeira; 2022).

2.13 Estimulacion de germinacion en semillas

El sector agricola enfrenta el desafio de incrementar la produccién de alimentos
para abastecer a una poblacion en constante crecimiento, la cual~se estima
alcanzara 9,700 millones de personas para el afio 2050 (OCDE-FAQ,_2024). Sin
embargo, el uso intensivo de recursos naturales como agua, suelo, aire y“energia
en la agricultura genera una considerable huella ambiental. Por ello, es fundamental
optimizar las practicas agricolas actuales mediante estrategias sostenibles ‘que
minimicen el impacto ambiental sin comprometer la productividad (Awika, 2011).

21

——
| —



Universidad Juarez Autonoma de Tabasco
Division Académica de Ciencias Bioldgicas

En ‘este. contexto, la estimulacion de semillas ha surgido como una estrategia
innovadera para promover la germinacion, el desarrollo temprano de plantulas y su
resistencia’ a. condiciones ambientales adversas (Liu et al., 2023). Actualmente,
existen diversos métodos de estimulacion, entre los que destacan el uso de
bioestimulantes, tratamientos fisicos (radiacion y ultrasonido), y la inoculacion
directa de microorganismos o compuestos bioactivos producidos por estos (Gong et
al.,, 2024; Li et al., 2019). Estas estrategias han demostrado ser eficaces para
potenciar la germinacign )y» promover un crecimiento uniforme en los cultivos
agricolas. Ademas, han permitido reducir la dependencia de agroquimicos
sintéticos, mejorando la absorcion de nutrientes y favoreciendo el establecimiento
exitoso de los cultivos, lo que en.eonsecuencia ha minimizado el impacto ambiental

del sector agricola (Ruzzi et al., 2024,

Entre estos enfoques, los bioestimulantes de origen microbiano han mostrado un
notable potencial para mejorarla.germinagion, el crecimiento y la tolerancia de las
plantas al estrés ambiental. Sus mecanismosde.accion incluyen la solubilizacién de
nutrientes esenciales, la modulacion del microbiota del suelo y la induccion de
respuestas de defensa en las plantas.(Du Jardin, 2015; Rouphael y Colla, 2020).
Ademas, se ha propuesto que la inoculacion de cempuestos microbianos podria
favorecer la expresion de genes asociados a la tolerancia al estrés hidrico y salino,
aumentando asi la resiliencia de las plantas en entornos desfavorables (Vurukonda

et al., 2016).

Por otro lado, los bioemulsificantes han sido ampliamente estudiados por su
capacidad para estabilizar emulsiones entre fases inmisciblesy facilitando la
degradacion de compuestos hidrofébicos, como los hidrocarburos< (Pacwa-
Plociniczak et al., 2016). Sin embargo, otros estudios han revelado que~estos
compuestos también pueden desempenar un papel positivo en la promocionidel
crecimiento vegetal, otorgandoles un doble beneficio: contribuir tanto a_ la
biorremediacion ambiental como a la mejora del rendimiento agricola (Diasy
Nitschke, 2023; Sachdev y Cameotra, 2013).
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JUSTIFICACION

El uso exceSivo de tensoactivos sintéticos derivados de hidrocarburos se ha
popularizado «debido a su amplia gama de aplicaciones y bajos costos de
produccion. Sin‘embargo, su naturaleza genera impactos ambientales negativos,
contribuyendo a la «€ontaminacion de ecosistemas y afectando el equilibrio
ecolégico. Estas sustancias suelen ser persistentes en el medio ambiente, lo que
incrementa los riesgos para la biodiversidad y la salud humana. En paralelo, las
actividades antropogénicas+ han intensificado los problemas ambientales,
destacando la necesidad urgente de desarrollar alternativas sostenibles que

minimicen el impacto ecologico.

En este contexto, los exopolisacaridos (EPS) producidos por microorganismos
como Glutamicibacter representansuna selucion prometedora. Estas biomoléculas
con actividad biosurfactante (BS)/y. bioemdlsificante (BE) no solo son capaces de
sustituir a los tensoactivos convencionales, sino-que ademas ofrecen ventajas
significativas: son biodegradables, estables bajo- condiciones extremas (altas
temperaturas, salinidad y pH) y pueden Ser utilizadoes)en la remediacion de sitios
contaminados. Ademas de su papel en la remediacién ambiental, estos EPS han
demostrado ser inocuos para los organismos vivos” y, en algunos casos,
estimulantes para el crecimiento de las plantas, lo que amplia su potencial de

aplicaciéon en sectores como la agricultura sostenible.

Es esencial también que estas biomoléculas puedan producirse en tiempos cortos
y con medios de cultivo econdémicos, asegurando su viabilidad({comercial y
contribuyendo a una industria mas respetuosa con el medio ambiente. Sin embargo,
la produccion de EPS estéa influenciada por las condiciones proporcionadas por el
cultivo, es asi como el uso de los cultivos sésiles promueve la formacién”de
biopeliculas, ofrecen un entorno favorable para la sintesis de compuestos mas

estables y en mayores cantidades, en comparacion con los cultivos plancténicos.
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Este.estudio busca evaluar el efecto de las condiciones de cultivo en la sintesis de
EPS bigemulsificantes estables producidos por Glutamicibacter sp. XHA18, una
cepa halotolerante aislada de un cenote pristino en la peninsula de Yucatan. La
investigaciébn_o solo se enfoca en su capacidad para remediar ambientes
contaminados, sino también en demostrar que estos EPS son seguros para el
entorno y con posible actividad bioestimulante, impulsando el crecimiento de las
plantas. Dada la es€asez de estudios sobre la produccion de EPS en el género
Glutamicibacter, este “trabajo aporta conocimiento clave para el desarrollo de
alternativas sostenibles que* combinen remediacién ambiental, aplicaciones

agricolas y viabilidad industrial.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Coémo influye la composicion del medio de cultivo, asi como las condiciones de
cultivo sésil y_plancténico en la produccion y estabilidad de los metabolitos con
actividad emulsificante producidos por Glutamicibacter sp. XHA18, y cual es su

potencial para aplicaciones biotecnoldgicas en entornos de alta salinidad?

HIPOTESIS

La produccion y estabilidad de exopelisacaridos (EPS) con actividad emulsificante
por Glutamicibacter sp. XHA18 se ve favorecida bajo condiciones sésiles (formacién
de biopelicula) en comparacién con condiciones plancténicas, y puede ser
significativamente influenciada por factores fisicoquimicos del cultivo, tales como la
fuente de carbono, nitrégeno, pH, velgcidad de.agitacion y concentracion salina. Se
espera que la combinacién de estas condiciones lleve a la sintesis de emulsificantes

estables, con potencial aplicacion en la‘biorremediagion en ambientes extremos.
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OBJETIVOS

Objetivo‘general

Evaluar la produccion e identificar los metabolitos con actividad emulsificante
producidos por ‘Glutamicibacter sp. (XHA18) en cultivos sésiles y plancténicos, asi

como analizar su estabilidad y seguridad para su potencial aplicacién industrial

Objetivos especificos

e Evaluar el efecto de losssustratos y los parametros ambientales sobre la
produccion y estabilidad” de) metabolitos con actividad emulsificante por
Glutamicibacter sp. XHA18, «€omparando condiciones de cultivos sésiles vy
plancténicos.

e Analizar las propiedades de los metabolitos responsables de la actividad
emulsificante de Glutamicibacter sp. XHA18 producidos en condiciones de
cultivos sésiles y planctonicos.

¢ |dentificar y caracterizar preliminarmente los compuestos responsables de la
actividad emulsificante producidos por. Glutamicibacter sp. XHA18.

e Examinar la citotoxicidad de los compuestos..con actividad emulsificante
producidos por Glutamicibacter sp. XHA18 en Artemia salina y semillas de

Cucumis sativus.
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3.1 Seleceidn de cepa

De un estudio previo, se aislaron cepas halotolerantes provenientes de dos cenotes
pristinos de la peninsula de Yucatan, México. Estas cepas fueron seleccionadas por
su capacidad para “producir compuestos biosurfactantes y bioemulsificantes
estables frente a condiciones salinas (De La Rosa-Garcia et al., 2007). Entre estas
cepas se encuentra XHA18, ecdya identificacién taxonémica preliminar, basada en la
secuenciacion del gen 16S rDNAy analisis mediante el servidor BLAST, la ubicé
como Paenibacillus sp. (Maldonado-Desena et al., 2022). Este analisis se realiz6 a
través del alineamiento de secuencias contra la base de datos del GenBank,
siguiendo los criterios estandar de' homologia genética. (Sayers etal., 2024).
Particularmente, esta cepa S€.seleccionG debido a su alto porcentaje de
emulsificacién y por ser capaz de mantener fa’estabilidad de estas emulsificaciones
frente a condiciones de salinidad (Maldonado-Désena et al., 2022). El cultivo se
encuentra en condiciones de ultracongelacion en“TSA (Agar Soya Tripticaseina; MCD
LAB®) + glicerol (REACTIVO BAKER®ACSY al 15%'a_~80 °C en el Laboratorio de

Microbiologia Aplicada de la Universidad Juarez Autonoma,de Tabasco.

3.2 Caracterizacion morfologica y bioquimica deXHA18

Para evaluar la morfologia de la cepa XHA18, esta se reactivd en placas de TSA a
una temperatura de 35 °C, después de 24 h de incubacidén se'\registraron
caracteristicas como tamafo, color, textura y forma de las colonias_mediante

microscopia 6ptica y tincion de Gram.

Adicionalmente, se llevaron a cabo pruebas bioquimicas para determinar Ja
actividad metabdlica de la cepa, como la presencia de la enzima catalasa, utilizando

peroxido de hidrogeno al 1% y la capacidad de utilizar citrato como unica fuente de
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carbono. mediante la prueba de Simmons. Asimismo, se analizé su capacidad de
hidrdlisis’de*macromoléculas como almidon, lecitina, caseina y urea, siguiendo las

metodologias.descritas por MacFaddin (2000).

3.3 Analisis genomico
3.3.1 Extraccion deADN bacteriano

Con el fin de identificar taxandmica y filogenéticamente a la cepa de estudio, se
extrajo el ADN bacteriano de XHAA18. Para ello, se tomé una colonia bacteriana para
su inoculacion en 5 mL de mediosLuria-Bertani (LB, Sigma-Aldrich). La cepa se
incub6 a 36 °C con agitacion constante a 150 rpm por un periodo de 48 horas.
Posteriormente, se realizé una/centrifugacion a 6000 RPM durante 5 minutos,
eliminando el sobrenadante. El+pellet bactefiano fue resuspendido en 300 uL de
buffer de lisis AL del kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen), al cual se afiadieron 5
ML de proteinasa K (20 mg/mL). Luego,.los extractos de la cepa XHA18 fueron
incubados a 56 °C por 30 minutos, tras lo,cual se agregaron 200 L adicionales de
buffer AL y se mantuvo la incubacion bajo las mismas condiciones durante 10
minutos mas. Siguiendo las indicaciones del fabricante; el/ADN se recupero en 60
ML de buffer de elucion AE. Para verificar su integridad, se'emplearon 2 uL del ADN
eluido en una electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, !mientras que su
cuantificacion se llevd a cabo mediante espectrofotometria\/UV-Vis en un
NanoDrop™ Lite (Thermo Scientific™), considerando un indice de~absorbancia
260/280 nm como criterio de calidad. La extraccién del ADN bacterianofue realizada
por la Maestra Verdnica Garcia Fajardo en El Colegio de la Frontera Sur,
Departamento de Ciencias de la Sustentabilidad, Laboratorio de Bioteenologia

Ambiental y Agroecoldgica.

Se utilizaron los protocolos sugeridos por PacBio® barcoded multiplexed library
preparation para la preparacion de las bibliotecas. Para la secuenciacion se utilizd
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la pelicula por 30 horas, con el Single Molecule, Real-Time (SMRT) Sequencing en
Maryland Genomics de la Universidad de Maryland. Se lograron obtener secuencias
largas y con el HiFi (Highly accurate long reads) se obtuvieron las secuencias de
consenso circular.\Maryland Genomics ensambl6 el genoma con el software Canu

version 2.2 (Koren‘etaal., 2017).

3.3.2 Anotacion del genoma

Se utilizaron dos diferentes herramientas bioinformaticas de anotacién gendémica
para identificar las secuencias codificantes de XHA18: a) RAST (Rapid Annotation

using Subsystem Technology version 2.0; disponible en https://rast.nmpdr.org/ )y b)

Prokka (Prokaryotic Karyotype Annotator, version 1.14.6)

3.3.3 Analisis filogenético

El analisis filogenético de la cepa XHA18 qué soriginalmente se encontraba
clasificada como un miembro del género Paenibacillus, con numero de acceso
ON600579 al GenBank (Maldonado-Desena et al., 2022), experimentd un cambio en
su clasificacidon debido a un analisis mas detallado que incluyo la secuenciaciéon de
su genoma. El genoma ensamblado se cargé a la plataforma biginformatica gratuita:

Type (Strain) Genome Server (TYGS) disponible en hiips://tyds.dsmz.de para

realizar un analisis taxondmico mas robusto basandose en el gendbma completo
(Meier-Kolthoff y Goker, 2019). La nomenclatura, sinonimia y la literatura,taxonémica
asociada fue proporcionada por la “List of Prokaryotic names with Standing in
Nomenclature” (LPSN) disponible en https://Ipsn.dsmz.de (Meier-Kolthoff et al.; 2022).

Los resultados para la identificacion taxonémica de XHA18 se obtuvieron de TYGS
el 13 de febrero de 2023. El analisis de TYGS se realizdé en multiples secciones, las

cuales incluyeron:
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a) La~determinacion de cepas tipo estrechamente relacionadas. Esta seccion se
realizo en_dos pasos complementarios; como primer paso, todas las cepas tipo
disponibles_en la base de datos de TGYS se compararon contra el genoma de
XHA18 mediante el algoritmo MASH. Ademas, se realizé una aproximacion de la
relacion intergenémica (Ondov et al., 2016) y se ubicaron las diez cepas tipo con las
distancias MASH mas pequenas elegidas manualmente. El segundo paso para esta
seccion fue ubicar” las cepas tipo estrechamente relacionadas mediante la
secuenciacion del gen 16S» rRNA, el cual fue extraido de los datos gendmicos
utilizando RNAmmer y BLASTed (Camacho et al., 2009; Lagesen et al., 2007) para ser
comparadas contra la secuencia del gen 16S rRNA de cada una de las cepas tipo
registradas en la base de datos.de. TGYS. Ambos pasos se complementaron para
encontrar las mejores 50 cepas tip@ 'que mejor coincidian (teniendo en cuenta la
puntuacion de bits). Para calcular las=distancias precisas, se utilizé el enfoque de
filogenia a distancia (GBDP) segun el=algoritmo de cobertura y la férmula de
distancia ds (Meier-Kolthoff et al., 2013);-finalmente, estas distancias se utilizaron para

determinar los 10 genomas tipo mas.cercanossa XHA18.

b) Comparacién por pares de secuencias del genoma. En esta seccion, para la
inferencia filogenémica, las comparaciones resultantes por pares entre los genomas
se realizaron usando GBDP vy las distancias intergenédmicas precisas inferidas por
el algoritmo 'trimming' y la formula de distancia ds. LeS. valores de DDH vy los
intervalos de confianza se obtuvieron mediante la configuracion recomendada del
GGDC 3.0 (Meier-Kolthoff et al., 2013, 2022).

c) Interferencia filogenética. En esta seccidn, se utilizaron las distancias inter-
gendmicas para deducir un arbol filogenético equilibrado a través.de, FASTME
2.1.6.1. (Lefort et al., 2015) El arbol fue visualizado con PhyD3 (Kreft et als; 2017).

d) Agrupacion de especies y subespecies tipo. Esta ultima seccién incluyé la
agrupacion de especies tipo basadas en un rango de dDDH de un 70%{ las
subespecies se realizaron bajo un umbral del 79% de dDDH (Meier-Kolthoff, Hahnke,

et al.,, 2014). Con el fin de conocer las proteinas involucradas en el metabolismo de
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XHA18, se realizé una busqueda en la base de datos de dbCAN disponible en
https://beb 1nl.edu/dbCAN2/

3.4 Cinética de produccion de compuestos tensoactivos

Para determinar cuél.es el tiempo de mayor actividad emulsificante de la cepa
XHA18 en cultivo sésily se: inocularon botellas Duran que contenian el medio
agarizado EPD (Extracto, de Levadura (3003-E DIBICO®) 1.0 g/L, Peptona
Bacteriolégica (MCD LAB®) 6.0.g/L y Dextrosa Anhidra (CTR Scientific®) 30.0 g/L),
modificado de Busse (2016b). ELinéculo se preparé ajustando la cepa de trabajo a
una densidad optica (DO) de 04690 a una longitud de onda de 550 nm.
Posteriormente, se incubd durante 96-hen un sistema rotatorio con un agitador de
rodillos para frascos/tubos (Mod. 88884003 Thermo Scientific™) a 7 numero

rotaciones por minuto (NRPM) a-35-C.

En paralelo, para los cultivos planctdnicos, seé prepararon matraces con 90 mL de
medio EPD e inoculados con 10 mL de"un cultivo’de 24 h. ajustado a una DO de
0.230 a 550 nm. Los matraces se incubaron.a 120 RPM,en un agitador orbital (Mod.
SHKEG6000 MaxQ™ 6000 Thermo Scientific™) a 35 ¢C durante 96 h (Maldonado-
Desena et al., 2022). Durante este periodo, se realizé un” muestreo cada 24 h en
ambos sistemas de cultivo, para evaluar la actividad emulsificante, hasta completar
las 96 h.

Las muestras obtenidas fueron centrifugadas a 3500 RPM y 4 °C durante 30 min
utilizando una centrifuga refrigerada (Mod. NU-C200R NUAIRE®),.abteniendo
sobrenadantes libres de células (SLC). La capacidad tensioactiva de da cepa se
evalué como se describe en las secciones 3.5 y 3.6. Este experimento se ‘realizd
por triplicado para cada SLC.
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3.5-Actividad emulsificante

El indice de-emulsificacion (IE24) es una técnica comunmente utilizada para conocer
la capacidad-emulsificante de un compuesto. Para tal efecto, se mezclaron en un
tubo de ensayoi2 mL de SLC de XHA18 y 2 mL de diésel, el cual funge como un
sustrato hidrofobo, posteriormente este fue agitado vigorosamente con vortex (Mod.
SI1-0236 Vortex-Genie lI'Mixer) durante 2 min. La emulsidn resultante se dejo reposar
en completa obscuridad durante 24 h, pasado este tiempo el |IE24 fue definido como
la altura de la emulsificacién-dividida por la altura total expresada como un valor
porcentual aplicando la ecuagién 1 (Cooper y Goldenberg, 1987). Se consideraron
emulsificaciones estables cuandocsestas mantuvieron el tamano de las micelas
pequefias y el mismo indice de emulsificacion luego de un mes. Cada prueba se

realizé por triplicado para cada SLC y,se reportd en porcentaje de emulsificacion.

Altura de'la capa emulsificada (mm)

1E;, x 100 Ecuacién 1

~ Altura total de 1a columna del liquido (mm)

3.6 Gota colapsada

Con el fin de conocer la capacidad tensoactiva de los compuestos de bajo peso
molecular de la cepa, en cada pozo de cubiertas de microplacas.de 96 pocillos, se
depositaron y estabilizaron durante 24 h en una superficie nivelada.3 uL de aceite
mineral. Posteriormente, fueron colocados 5 pL del SLC de la cepa paraformar una
gota sobre la capa de aceite, un minuto después estas fueron ‘evaluadas
visualmente observando el tamafio y la morfologia de la gota. Este experimento,fue

corrido por octuplicado para cada SLC y se reporté en mm.
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3.7~Eyaluacion del efecto de los sustratos en el medio y las
cendiciones ambientales de cultivo

Con el objetivo.de evaluar la influencia de distintos sustratos del medio en la
produccion y estabilidad de compuestos emulsificantes, se aplicé un diseno factorial
que incluyé tres ‘variables: dextrosa, peptona y extracto de levadura con cinco
niveles cada una. Estas variables fueron seleccionadas debido a que se ha
comprobado que son determinantes para la produccibn de compuestos
tensoactivos, ya que fungen cemo fuente de carbono y nitrégeno (Arayes et al., 2023).
Se realizaron 125 combinaciones con las diferentes variables en las diferentes
concentraciones: dextrosa (0%, 0.5%, 1%, 1.5% y 2%), peptona (0 g9,2.59,59, 7.5
gy 10 g) y extracto de levadura (0. g, 0.5 g, 1 g, 1.5 gy 2 g) bajo condiciones
planctonicas y sésiles, las cuales fueron evaluadas al tiempo de mayor produccion
de compuestos tensoactivos.”De igual*modo, se realizé un disefio factorial para
evaluar las condiciones ambientales de cultivo, las variables evaluadas en este
diseno fueron el pH (5.60, 6.60, 7.60-y-8.60), velocidad de agitacién (sésil: 4,7 y 10
NRPM, plancténico: 120, 150 y 180 RPM)\y salinidad (0%, 0.5%, 1 %, 1.5% y 2 %)
ya que de igual forma estas variables son determinantes para la produccion de estos
compuestos, puesto que permiten la oxigenaciop”del medio. Todos los
experimentos se evaluaron por triplicado bajos las distintas_condiciones de cultivo
utilizando diésel como sustrato hidréfobo para las pruebas descritas anteriormente

en las secciones 3.5y 3.6.

3.8 Capacidad tensoactiva con diferentes sustratos

Con el fin de evaluar la actividad/estabilidad emulsificante contra diferentes
sustratos, se utilizados distintos compuestos hidrofébicos (Hidrocarburos/aceites)
contra el SLC de HXA18. Se utilizaron los siguientes sustratos: aceite de motor

nuevo, aceite de motor quemado, diésel, petrdleo, hexadecano, hexano y xileno,
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estos.sustratos se seleccionaron de acuerdo con (Dastgheib et al., 2007; Suresh Kumar
et al., 2007; Gudina et al., 2015). La capacidad tensoactiva se evalu6 mediante una
version modificada del protocolo de (Cooper y Goldenberg, 1987), para ello, se mezcld
(1:1) el SLC_y los diferentes sustratos en tubos de ensayo, la mezcla se agit6
durante dos minutoes a velocidad alta utilizando un vortex (Vortex-Genie Il Mixer Sl-
0236). Seguidamente, los tubos mezclados se dejaron reposar en completa
obscuridad a temperatura ambiente durante 24 h. Pasado este tiempo se midio la

actividad emulsificante'para.cada sustrato.

3.9 Estabilidad de la-aetividad tensoactiva en condiciones de
salinidad

Para verificar la estabilidad de los ‘ecompuestos producidos por la cepa XHA18 en
condiciones de salinidad, los4SLC' se ajustaron a 2.5% y 5.0% de NaCl
respectivamente y se probaron-~contra los sustratos mencionados anteriormente
para nuevamente ser evaluada la_actividad. ténsoactiva como se describe en las

secciones 3.5y 3.6.

3.10 Purificacion de los compuestos con”actividad
tensoactiva

A partir de las condiciones que mostraron resultados representatives en términos de
actividad tensoactiva, se llevé a cabo la purificacion de los compuestos de alto y

bajo peso molecular, siguiendo los procedimientos detallados en esta seccion.
3.10.1 Compuestos de alto peso molecular
Siguiendo el protocolo de (Cerning et al., 1994) con pequenas modificacionesy se

obtuvieron los SLC de ambos cultivos por centrifugacién a 3500 RPM a 4 °C durante

30 min, seguidamente se mantuvo la temperatura de los SLC a 100 °C durante 15

34

——
| —



Universidad Juarez Autonoma de Tabasco
Division Académica de Ciencias Bioldgicas

minx.Gon el fin de inactivar las enzimas que degradan a estos tipos compuestos,
una vezsenfriados los SLC, se afadieron lentamente tres volumenes de etanol
previamente_enfriado a -80 °C a cada uno de estos y se dejaron en agitaciéon
constante durante 72 h para precipitar a los tensoactivos presentes. Pasado este
tiempo, cada solucion etandlica se centrifugd con el fin de obtener los compuestos
tensoactivos de alto-peso molecular, los cuales se lavaron dos veces con etanol
enfriado y se disolvieron en agua desionizada. Por ultimo, la solucién disuelta se
dializ6 durante 72 h mediante una membrana de dialisis Spectra/Por (Spectrum®)
de 12 a 14 KDa. El concentrado recuperado de la dialisis se liofilizo y se peso para

conocer el rendimiento obtenido:

3.10.2 Compuestos de bajo-peso molecular

Para la extracciéon de los compuestas de bajo peso molecular producidos por la cepa
XHA18, al tiempo de mayor produceidn de’los_tensoactivos en las diferentes
condiciones de cultivo (sésiles y planctonicas) se obtuvo el SLC por centrifugacion
del cultivo a 3500 RPM a 4 °C durante 30'min. El SLE+fue ajustado a pH 2 con HCI
6 M, el cual fue dejado en agitacién por 24 h a 4 °C. Posterior a ello, el SLC ajustado
nuevamente fue centrifugado a 3500 RPM durante 30 minj€l precipitado se congel6
y liofilizd obteniendo asi el extracto crudo, y este se ipesd para conocer el

rendimiento obtenido (Smyth et al., 2010).

3.11 Caracterizacion de compuestos tensoactivos désbajo
peso molecular

3.11.1 Cromatografia de capa fina
Los extractos crudos obtenidos se eluyeron en placas de cromatografia de capa fina

(CCF) con el fin de ubicar el factor de retencién (Rf: distancia recorrida por el
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actividad’superficial. Para ello, 200 ug del extracto crudo se disolvieron en metanol
y se aplicaron en placas de base de aluminio impregnadas con 0.2 mm de silica Gel
60F254, posteriormente las placas se eluyeron en un sistema de disolventes:
butanol: metanolfagua (nBuOH:MeOH:H20, 3:2:1). Se realizaron tres placas para
revelar la naturaleza~de los compuestos, una con el reactivo de ninhidrina al 2%
(péptidos), otra con”azul de molibdeno para determinacion de fosfolipidos, y la
tercera con solucién degMolish para los carbohidratos (Das et al., 2008; Burgos-Diaz
etal., 2011).

3.12 Caracterizacion de ceampuestos tensoactivos de alto
peso molecular

3.12.1 Espectroscopiajnfrarroja por transformada de Fourier

Para determinar los grupos funcienales del”compuesto purificado se utilizd el
método estandarizado infrarrojo por transformada.de Fourier (FT-IR). Para ello, 2
mg del extracto purificado se mezclaronfcon bromuro, de potasio y se prensaron
hasta crear una pastilla, esta se analizé con un espectrémetro infrarrojo acoplado
con transformada de Fourier (FT-IR), (Nicolet iS50, Thermo Fisher Scientific), en
modo de absorbancia y en la regién infrarrojo medio, a una longitud de 3700-500
cm'. Los espectros se adquirieron con 32 scans mediante una resolucion de 16 cm
(Gudifia et al., 2016).

3.12.2 Espectroscopia ultravioleta-visible y reflectancia difusa

Las propiedades Opticas del emulsificante purificado se midieron mediante

espectroscopia de reflectancia difusa UV-Vis empleando un espectrofotometro
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(Shimadzu UV-2600) con una esfera integradora en un rango de 200-800 nm

utilizando Ba2S0O4 como referencia.

3.12.3 Difraccion de rayos X

La estructura cristalina .del compuesto purificado de Glutamicibacter sp. XHA18 se
analizé mediante difraccién de rayos X (DRX). Para ello, se utilizdé un difractometro
D8 Advance (Bruker AXS) equipado con un detector LynxEye y radiacion Cu-Ka (A
= 1.5418 A), operando eh geometria Bragg-Brentano. Los parametros de
adquisicion incluyeron un tamanoe/de paso de 0.02°, un tiempo de integracion de 5

s y un intervalo de barrido de 10° <26 < 90°.

3.12.4 Microscopia electronica de barrido y espectroscopia de
energia dispersiva

La estructura microscépica y las propiedades” superficiales del emulsificante
purificado se analizaron mediante mieroscopia electronica de barrido y
espectroscopia de energia dispersiva. Para ello, se depositaron 5 mg del compuesto
purificado sobre una cinta de carbono y se recubrieron Cefyuna fina capa de oro
mediante pulverizacion catédica. Posteriormente, las muestras-fueron observadas
utilizando un microscopio electrénico de barrido de alta resolucion(MEB-AR, JEOL
JSM-7600F, JEOL Ltd., Tokyo, Japan). Las imagenes se adquirieron a aumentos de
200x y 500x para evaluar la morfologia y la distribucién de las ‘estructuras del
compuesto. La composicién elemental se determind mediante analisis de\energia

dispersiva.
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Potencial Z

Con el fin de-determinar la carga superficial del compuesto purificado, se realizo la
medicion de'potencial zeta utilizando un analizador de tamafo de particula Zetasizer
(Malvern Instruments, modelo ZS). Para ello se emple6 una celda capilar DTS de
0.75 mL con electrodos en ambos extremos. La muestra se preparé a una
concentracion de 0.5.mg/mL utilizando agua desionizada como medio dispersante

y fue analizada por triplicade.

3.13 Pruebas toxicologicas en Artemia salina

Se realiz6 la prueba de ecotoxicidadiaguda del tensoactivo purificado en nauplios
de Artemia salina, puesto qué/es un erganismo comunmente utilizado para las
pruebas toxicologicas, debido a“su~corto tiempo de vida, facilidad de cultivo, alta
disponibilidad, bajo costo y, ademas,. no se‘requieren grandes cantidades del
compuesto a evaluar (Libralato, 2014;7Libralato ‘et‘al,, 2016). Para tal efecto y para
obtener los nauplios de A. salina, 1 g de"quistes«de-A. salina (Golden Sun®) se
hidrataron con una solucién de agua de mar al 3.5% estéril durante una hora con
aireacion continua. Seguidamente, los quistes se desencapsularon con una solucion
de hipoclorito de sodio al 50% durante 30 s; posteriormente; se lavaron tres veces
con agua destilada estéril para eliminar los residuos del hipoclerito. Los quistes
lavados se depositaron en un envase conico de 2 L en solucion.de agua marina al
3.5% durante 24 h a temperatura ambiente y aireacién continua. Unavez obtenidos
los nauplios, el ensayo de toxicidad se realizd6 en microplacas de 12 pozos en la
cual se aplicaron 2 mL del tensoactivo purificado a diferentes concentraciones (125,
100, 75, 50 y 25 pg/mL) y 10 nauplios de A. salina, posteriormente, las placas se
dejaron reposar durante 24 y 48 h a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo,
se contabilizé el numero de nauplios vivos (aquellos que mostraron un nado libre

activo), y la mortalidad fue calculada utilizando la formula de Abbot la cual se
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muestra en la ecuacion 2. Siguiendo las directrices de la OECD (2004), se utilizo
como control negativo una solucién de agua de mar al 3.5% mientras que para el
control positivo se utilizé dicromato de potasio en diferentes concentraciones (60,
30 y 15 ug/L)vEste experimento se realizd por triplicado para cada concentracion

del tensoactivo dealto peso molecular purificado de XHA18 y controles evaluados.

%M = (x —y) x 100

Ecuacion 2

%M = Porcentaje de mortalidad
x = Nauplios totales en el tratamiento

vy = Nauplios muertos en el tratamient

Con los datos de mortalidad, junto. con su control positivo, se calcularon la
desviacion estandar y la regresion lineal (R?). Los datos fueron comparados
mediante Excel y se determind la,concentraeion letal media (CLso) utilizando el

software StarGraphic y un analisis Probit.

3.14 Ensayo de toxicidad y ‘estimulacion en semillas de
Cucumis sativus

Segun las directrices establecidas por la OECD, EPA y la EDPA, las semillas de
Cucumis sativus son comunmente utilizadas en ensayos de fitotoxicidad, ya que se
ha reportado que presentan una mayor sensibilidad en comparacién con otros

organismos empleados en este tipo de pruebas (Wang et al., 2001)

Para este ensayo, se siguié la metodologia modificada de (Dogaroglu y Koleli, 2017)
utilizando el SLC obtenido de XHA18 y semillas comerciales de C. sativus Vita®. Las
semillas fueron previamente desinfectadas con una solucién de hipoclorito de'sodio
al 3% durante 10 minutos y posteriormente enjuagadas con agua destilada estéril.

Luego del proceso de desinfeccion, se colocaron 10 semillas de manera

39

——
| —



Universidad Juarez Autonoma de Tabasco
Division Académica de Ciencias Bioldgicas

equidistante en cajas cuadradas de 10 x 10 cm, las cuales contenian papel
absorbente +(Scott SHOP) humedecido con 7 mL del tratamiento a evaluar. El
tratamiento consistié en un sistema de SLC:Agua en diferentes proporciones (1:6 y
6:1). Como ‘coentrol positivo, se empled agua destilada estéril. Las cajas fueron
incubadas en oscuridad total a 23 °C durante 5 dias, y cada tratamiento se realizo
por triplicado. Al finalizar la incubacion, se determiné el porcentaje de germinacién
(%G), el indice de germinacién normalizado (IGN) y el indice de elongacion residual
(IER) del tallo y la raiz decada tratamiento, mediante el calculo de los siguientes

parametros:

NSGT Ecuacién 3
0, = — X
(%G) NSET 100

NSGT = Numero de semillas germinadas €n el tratamiento

NSET = Numero de semillas evaluadas en el'tratamiento

%PSGT — %PSGC .
(IGN) = %P5 Ge Ecuacién 4

%PSGT = % promedio de semillas germinadas en’el tratamiento

%PSGC = % promedio de semillas germinadas en el control (agua‘destilada)

CPSGT — CPSGC

(IER) = CPSGC Ecuacion 5

CPSGT = Crecimiento promedio de semillas germinadas en el tratamiento

CPSGC = Crecimiento promedio de semillas germinadas en el control (agua destilada)

Estos calculos se realizaron de acuerdo con metodologias descritas €n“estudios

previos (Bagur-Gonzalez et al., 2011; Dogaroglu y Kéleli, 2017).
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Para comparar los datos obtenidos de los triplicados de la actividad y estabilidad
emulsificante- de. XHA18 producidos en las diferentes condiciones de cultivo, se
verific6 que los 'datos cumplieran con los postulados de normalidad vy
homocedasticidad, satilizando los coeficientes estandarizados de sesgo y curtosis,
asi como la pruebacde Levene, respectivamente. Para determinar si existian
diferencias estadisticas_entre las variables, se empleé un Analisis de Varianza
(ANDEVA). Posteriormente; se aplicé un contraste multiple de rangos de Tukey para
identificar las diferencias especificas entre los tratamientos. Para los datos que no
cumplieron con los supuestos de la-estadistica paramétrica, se utilizé un contraste

de medianas de Mann-Whitney para\evaluar las diferencias entre los tratamientos.

Todos los analisis estadisticossse realizaron utilizando el software Statgraphics
Centurion v 19.0, con un nivel“de confianza del 95%. Los analisis graficos se

generaron con el software OriginPro/9® (Originkab Corporation, EE. UU.).
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1 Caragterizacion morfologica, fisiologica y bioquimica de
XHA18

La bacteria XHA18, etando se cultiva en placas de TSA, se caracteriza por la
formacion de pequenas‘Colonias lisas de color amarillo claro, especialmente cuando
se cultiva en ausencia#de luz. Sin embargo, es importante destacar que la
morfologia de esta cepa puede variar, a esto se le conoce como pleomorfismo, y
esta sujeto a las condiciones de-cultivo y al tiempo de incubacién. El pleomorfismo
observado en la cepa XHA18 sé manifiesta en algunas condiciones de cultivo
(iluminacion) y después de un cierto periodo de incubacion, las células pueden
presentar una disposicion en diplobacilos (Fig. 4.1 a), dentro de las primeras 24 h
de incubacion mientras que pasadas las 72 h de incubacién pueden agruparse en
diplococos (Fig. 4.1 b). SiendoVesto up” rasgo comun dentro del género
Glutamicibacter. En cuanto a pruebas biequimicas, la cepa XHA18 es positiva para
la hidrélisis de catalasa y citrato de Simmons, ‘pero es incapaz de hidrolizar el

almidén, la lecitina, caseina y la urea, conwna tolerancia a la sal del 7.5%.

"’ é 3;\‘ Vo Y
L S S 5 AT
TR

- [E N §

Figura 4.1. Representacion del pleomorfismo observado en la cepa XHA18. a) células
en disposicion de diplobacilos y b) células en disposicion de diplococos
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4.2-Ensamblaje y analisis gendmico de cepa XHA18

El analisistgenémico de Glutamicibacter sp. XHA18 reveld que la cepa posee un
genoma de 3,212,149 pb, ensamblado en un unico contig. El contenido de G+C fue
del 63.4% similar,a otras especies del género Glutamicibacter. Para determinar la
relacion filogenética“de. XHA18 con otras especies del género, se realizaron dos
analisis filogenéticos basados en la secuenciacidén del gen 16S rRNAYy en el genoma
completo (Fig. 4.2 y 4.3). Elrarbol filogenético construido con la secuencia del gen
16S rRNA muestra que la cepa XHA18 se agrupa dentro del género Glutamicibacter,

pero sin asignacion a ninguna.especie descrita en la base de datos de TYGS.

Subspecies cluster
SSU length (in bp)

Species cluster
User strain?
Type species?

w » Koeufia dechangensis CGMCC 1.12187

I Percent G+C

BEE B deltastatistics

l-.llllllllll Genome size (in bp)

Ar gengyungii zg-Y809T
'XHA 18 3 Ombfparameter.assembly.fixstart’
Glutamicibacter arilaitensis Re117
%+ —AGlutamicibacteruratoXydans NBRC 15515 .
/' Glutamicibacter miShrai $5-52T
" Glutanfigibacter halophiytocela RLBMP 51 8'
Glutamicibacter nicotianac NBRC 14234
Corgnebagterium liquefaciensdSM 20579 .
Glhutamicibacter mysorens'DSM 12798

I

|
+

| Glutamiibactér protophormiae#CM 1973 [}
90

T Glutamigibactér protophormiae DEM 20168 [l
Glutamicibacter ardleyensis CGMGCAB3685,

[ 1 11]]]
AEEERCOOECON

Illllll.ll.ll Protein count

Figura 4.2 Arbol filogenético generado a partir de secuencias del ger’16S rRNA. Las longitudes de
las ramas se escalan en términos de la férmula de distancia GBDP ds. Los fiuUmeros sobre las ramas son
valores de soporte de pseudo-bootstrap de GBDP > 60 % de 100 replicaciones;jscon un soporte de rama
promedio del 76.8 %.

El analisis del genoma completo confirmé esta observacién, ya que XHA18 no se
encuentra dentro de ninguna de las especies conocidas del género, y presenta una

diferencia en el contenido de G+C superior al 1% respecto a otras especies.
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Ademas, el analisis de clustering filogenético revel6 que XHA18 se ubico en tres de
los 11 grupos de especies y en tres de los 11 grupos de subespecies, lo que sugiere
que podria_.tratarse de una potencial nueva especie dentro del género
Glutamicibacter..La comparacion con especies de referencia como Glutamicibacter
protophormiae, G-'mysorens 'y G. arilaitensis mostré similitudes en cuanto al tamafio
del genoma y numero.de proteinas codificadas, pero diferencias significativas en su

composicion gendémica;
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Figura 4.3. Arbol filogenético generado a partir‘desecuencias’del genoma. Las longitudes de las
ramas se escalan en términos de la formula de distancia GBDP d5. Los numeros sobre las ramas son
valores de soporte de pseudo-bootstrap de GBDP > 60 % de 100 replicaciones, con un soporte de rama
promedio del 91.2 %.

Desde un punto de vista funcional, el analisis de rutas metabdlicas,identifico dos de
las cuatro vias principales asociadas a la biosintesis de polisacaridos: la via
dependiente de Wzx/Wzy y la via dependiente de transportadores ABC. Estos
hallazgos sugieren que XHA18 posee la capacidad genética para la produccion de
compuestos emulsificantes, lo que concuerda con los resultados expefimentales
obtenidos en este estudio. Adicionalmente, el analisis en la plataforma_dbCAN
revel6 que XHA18 codifica 158 enzimas activas de carbohidratos (CAZymes),
dentro de las cuales se identificaron glicosil hidrolasas (GH), esterasa™de
carbohidratos (CE), proteinas de unién a carbohidratos (CBM) y glicosiltransferasas

(GT). Este ultimo grupo esta estrechamente relacionado con proteinas flippasas

——
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(Wzx)~y, polimerasas (Wzy), esenciales para el ensamblaje, polimerizacion y
transporte de metabolitos fuera de la membrana celular. Ademas, las GT también
participan/en la sintesis de compuestos emulsificantes a través de la via
dependiente de transportadores ABC, donde, en lugar de Wzx y Wzy, se utilizan
proteinas periplasmaticas de la familia polisacaridos copolimerasas (CPC) y

proteinas de exportacion de polisacaridos de la membrana externa (OPX).

4.3 Cinética de la actividad emulsificante

Durante el seguimiento de la &volucidon de la actividad emulsificante de
Glutamicibacter sp. XHA18 bajo la condicion de cultivo plancténico (Fig. 4.4 linea
gris) se observd un aumento’ progresivo-en el indice de emulsificacion (IE24),
alcanzando un valor maximo de 60.09-+ 1.83'mm a las 96 h de incubacion. Después
de este periodo, no se observo ningun aumento significativo en la actividad. En
contraste, cuando la bacteria se cultiva.en condicion sésil, donde se favorece la
formacidén de biopelicula (Fig. 4.4 linea verde), la actividad emulsificante se observa
desde las 24 h de incubacion, alcanzando un IE24 maximo de 62.09 + 1.24 %, el
cual se mantuvo constante, con emulsificaciones “estables, sin diferencias

estadisticamente significativas hasta las 96 h.
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Figura 4.4. Cinética de emulsificacion en cultivos sésiles y planctonicos de Glutamicibacter sp.
XHA18. En el eje de las “X” se muestran los tiempos, en haras*que fueron evaluados. En el eje de las “Y”
se muestran los valores promedio + D.E. del indice’de emulsificacion (IE24) obtenido en cada tipo de cultivo.

4.4 Efecto de los sustratos en la-produccion y estabilidad de
compuestos emulsificantes

Para definir como influyen los distintos componentes del medie.en la produccién y
estabilidad de los metabolitos con actividad tensoactiva, se evaluaron diferentes
concentraciones de dextrosa, peptona y extracto de levadura. Estos sustratos,
ademas de ser fuentes esenciales de carbono, nitrdgeno y micrenutrientes,
demostraron influir significativamente en la produccion y estabilidad del compuesto
emulsificante sintetizado por Glutamicibacter sp. XHA18, particularmente) bajo

condiciones de cultivo sésil.
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4 4 9Dextrosa

El analisiside varianza evidencio diferencias estadisticamente significativas entre
las concentraciones evaluadas (p > 0.05). Tras comparar las medias de los
tratamientos mediante la prueba de Tukey se evidencio que la concentracién de 1%
de dextrosa resulté en la mayor actividad emulsificante, con un promedio de |E24 de
60.06 + 1.56%. No obstante, mas alla del valor maximo alcanzado, la estabilidad de
la emulsificacion a lo largo.del tiempo fue un criterio decisivo para este trabajo. El
monitoreo posterior demostrd.que las emulsiones generadas con 1.0% de dextrosa
se mantuvieron estables durante mas de un mes, lo que confirmd que esta
concentracion es la mas adecuada tanto en la eficiencia como en la persistencia de

la emulsificacién en la condicion de“cultivo plancténico.

En el cultivo sésil, las diferenciasssignificativas entre las concentraciones evaluadas
(p > 0.05), resaltan nuevamente®la importancia de evaluar los componentes
relacionados con la produccion de.compuestos, bioactivos. En esta condicion de
cultivo, la concentracion de 1.0% de dextrosa“resultd ser la mas adecuada, al
alcanzar una actividad emulsificante promedio«de)60.06 £ 1.56%, ademas de
mantener una alta estabilidad a lo largo del tiempo({ La comparacion entre ambos

tipos de cultivo en funcion de esta variable se presenta en la figura 4.5.
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Figura 4.5. Efecto de la dextrosa en la actividad emulsificante de Glutamicibacter sp. XHA18 en
cultivos sésiles y plancténicos. En el eje de'las “X” se muestran los niveles/concentraciones de dextrosa.
En el eje de las “Y” se muestran los valores promedio + D.E. del indice de emulsificacion (IE24) obtenido en
cada nivel/concentracion. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (Tukey; p
<0.05). * : Mayor actividad emulsificahte, ** : Mayor“estabilidad emulsificante, *** : Mayor actividad y
estabilidad emulsificante. ° : Mayor actividad.emulsificante, °° : Mayor estabilidad emulsificante, °°° : Mayor
actividad y estabilidad emulsificante

4.4.2 Peptona

La adicion de la peptona en el medio tuvo un efecto enda, actividad emulsificante,
se observo que a medida que aumenta la concentracidon despeptona, también lo hizo
la emulsificacion, alcanzando su punto maximo a la adicién de 5:Q g/L. Sin embargo,
después de esta concentracién se observd una disminucién“en™la actividad. En
condiciones de cultivo plancténico, la mayor actividad emulsificante se,obtiene con
la adicion de 5.0 g/L, alcanzando un valor promedio de |IE2s de 53.06 +1.60%. No
obstante, el seguimiento de la estabilidad mostré que las emulsiones geheradas con
2.5 g/L de peptona fueron mas estables a lo largo del tiempo, por+lo que

consideramos esta concentracidon como la mas adecuada en esta condicion.

48

——
| —



Universidad Juarez Autonoma de Tabasco
Division Académica de Ciencias Bioldgicas

Un eomportamiento similar se observé bajo condiciones sésiles. En este caso, el
analisis.de,varianza confirmo diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05)
entre las concentraciones probadas. En esta condicion, la mayor produccion vy
estabilidad del' compuesto emulsificante también se alcanzaron con 2.5 g/L de
peptona, registrando un IE,, promedio de 60.77 + 1.17%. La comparacion de esta

variable entre ambos-tipos de cultivo se presenta en la figura 4.6.
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Figura 4.6. Efecto de la peptona en la actividad emulsificante de Glutamicibacter sp. XHA18 en cultivos
sésiles y planctonicos. En el eje de las “X” se muestran los niveles/concéntraciones de peptona. En el eje
de las “Y” se muestran los valores promedio + D.E. del indice de emulsificacion, (IE24) obtenido en cada
nivel/concentracion. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (Tukey; p <0.05). *:
Mayor actividad emulsificante, ** : Mayor estabilidad emulsificante, *** : Mayor _actividad y estabilidad
emulsificante. ° : Mayor actividad emulsificante, °° : Mayor estabilidad emulsificante, °22: Mayor actividad y
estabilidad emulsificante

4 4.3 Extracto de levadura

La adicidn de extracto de levadura al medio de cultivo tuvo un efecto significativo en
la actividad emulsificante de Glutamicibacter sp. XHA18 en ambos cultivos: En el
cultivo plancténico. El analisis de varianza mostré diferencias estadisticamente

significativas entre las concentraciones evaluadas (p < 0.05), identificando que(la
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3.56%, ademas de mantener una emulsificacién estable en el tiempo.

En el cultivo'sésil, aunque también se observaron diferencias significativas entre las
concentraciones évaluadas (p < 0.05), la mayor actividad y estabilidad emulsificante
se alcanzé con 2.0 g/l de extracto de levadura, con un IE,, ligeramente superior al
obtenido en las demas.concentraciones. Cabe destacar que el comportamiento en
ambos cultivos evidencié upraumento progresivo en la actividad emulsificante con
el incremento de la concentracion de extracto de levadura, hasta alcanzar la
emulsificacidon mas alta, a partir.del cual se observé una disminucion en la condicion
de cultivo planctoénico. La comparacion de esta variable entre ambos tipos de cultivo
se muestra en la Figura 4.7, donde/se)aprecia una mayor respuesta en términos de

actividad y estabilidad en la condicién-sésil.
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Figura 4.7. Efecto del extracto de levadura en la actividad emulsificante de Glutamicibacter sp."XHA18 en
cultivos sésiles y plancténicos. En el eje de las “X” se muestran los niveles/concentraciones de Extracto de
levadura. En el eje de las “Y” se muestran los valores promedio + D.E. del indice de emulsificacién) (IE[177)
obtenido en cada nivel/concentracién. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas
(Tukey; p <0.05). * : Mayor actividad emulsificante, ** : Mayor estabilidad emulsificante, *** : Mayor actividady
estabilidad emulsificante. ° : Mayor actividad emulsificante, °° : Mayor estabilidad emulsificante, °°° : Mayor
actividad y estabilidad emulsificante
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estabilidad de compuestos emulsificantes

Los resultades‘obtenidos demostraron que las condiciones evaluadas (agitacion, pH
y salinidad) influyen, de manera directa en la produccion y estabilidad de las
moléculas con actividad tensoactiva. En particular, se observé que ciertas
combinaciones de estos)factores favorecen la produccion del compuesto, mientras
que otras pueden llegaria inhibir completamente su sintesis o afectar su estabilidad
a lo largo del tiempo. Los resultados obtenidos evidenciaron que las condiciones
evaluadas (agitacion, pH y salinidad) tienen un impacto significativo en la estabilidad
y produccién de estas moléculasy llegando incluso a inhibir completamente su

produccion bajo condiciones no 6ptimas

4.5.1 Velocidad de agitacion

Las pruebas estadisticas mostraron diferencias-significativas (p < 0.05) entre las
distintas velocidades de agitacion y rotaciénjevaluadas. En el cultivo planctonico la
velocidad de 120 RPM resulto en la mayor produccion.y“estabilidad del compuesto
emulsificante con un IE24 promedio de 57.05 + 0.59 %. Por otra parte, en el cultivo
sésil, la velocidad de agitacién de 7 NRPM fue la condicién que induce la mayor
produccion y estabilidad con respecto a la demas con un IE24 promedio de 56.86 +
1.73 %. La interaccion de esta variable en ambos tipos de cultivos'se muestra en la

figura 4.8.
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Figura 4.8. Efecto de la agitacion en la.actividad emulsificante de Glutamicibacter sp. XHA18 en
cultivos sésiles y planctonicos. En el ejesdelas “X” se muestran las velocidades de agitacion/rotacion.
En el eje de las “Y” se muestran los valores promedio = D.E. del indice de emulsificacién (IE24) obtenido
en cada nivel/concentracion. Letras diferentesiindican diferencias estadisticamente significativas (Tukey;
p <0.05). * : Mayor actividad emulsificante, ** sMayor estabilidad emulsificante, *** : Mayor actividad y
estabilidad emulsificante. ° : Mayor actividad emulsificante, °° : Mayor estabilidad emulsificante, °°° : Mayor
actividad y estabilidad emulsificante

4.5.2 pH

En el cultivo planctonico, los anadlisis estadisticos mostraron diferencias
significativas (p < 0.05) entre las concentraciones de pH evaluadas excepto en la
concentracion de 5.60, donde no se registré actividad emulsificante. El mayor dato
de emulsificacion fue a pH de 7.60 el cual mostré la mayor actividad emulsificante,
con un |E24 promedio de 60.65 + 1.69 %. Sin embargo, considerando la estabilidad
de la emulsificacién en el tiempo, se determiné que un pH de 8.60\era el mas

adecuado para esta condicion.

En el cultivo sésil, la concentraciéon de 8.60 de pH también se identifico como_el mas
favorable, alcanzando |E24 promedio de 59.04 + 0.49 ademas esta concentracion
mantuvo la estabilidad de la emulsificacion por largo tiempo. La interaccion de g@sta

variable en las diferentes condiciones se presenta en la figura 4.9.
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Figura 4.9. Efecto del pH en la actividad emulsificante de Glutamicibacter sp. XHA18 en cultivos
sésiles y plancténicos. En el eje de las “X"'se muestran las concentraciones evaluadas de pH. En el
eje de las “Y” se muestran los valores promedio ¥ D.E. del indice de emulsificacion (IEz4) obtenido en
cada concentracion. Letras diferentes _indican diferencias estadisticamente significativas (Tukey; p
<0.05). * : Mayor actividad emulsificante, ** : Mayor.estabilidad emulsificante, *** : Mayor actividad y

estabilidad emulsificante. ° : Mayor actividad emulsificante, °° : Mayor estabilidad emulsificante, °°° :
Mayor actividad y estabilidad emulsificanté

4.5.3 Salinidad

La adicion de NaCl afectdé directamente en la capacidad emulsificante de
Glutamicibacter sp. XHA18 en ambos tipos de cultivos. ‘Siibien se logré observar
una emulsificacion parcial tras aplicar agitacion mediante vértex, estas fueron
inestables dentro de las primeras 24 h. Este impacto, ‘se~observd desde
concentraciones superiores al 1.5% de NaCl donde las micelas se‘\disgregaron

debido a su gran tamano y por ende se perdia la emulsificacion.

53

——
| —



Universidad Juarez Autonoma de Tabasco
Division Académica de Ciencias Bioldgicas

estabilidad en condiciones de salinidad

Para evaluar“el potencial emulsificante de los tensoactivos producidos por
Glutamicibactensp: XHA18, se utilizaron distintos sustratos hidrofébicos. Al mismo
tiempo, se analizé la“estabilidad de las emulsificaciones obtenidas en presencia de

diferentes concentraciones de NaCl (2.5% y 5.0%).

4.6.1 Actividad y estabilidad emulsificante en cultivo plancténico

Los resultados mostraron que el indice de emulsificacion mas alto se obtuvo con el
aceite de motor y el aceite de motorrquemado, alcanzando valores promedios de
IE;, de 90.70 £ 2.96% y 84.994,2.72% -respectivamente. En contraste, la actividad
emulsificante fue considerablemente-menor en el hexadecano y xileno, mientras
que en el hexano y el tolueno no.se_detecté actividad emulsificante bajo estas
condiciones (Fig. 4.10). En términos«de-estabilidad en NaCl, se observé que la
emulsificacién de los aceites de motor y/motor queémado se mantuvo estable en
concentraciones de hasta 2.5% de NaCl, aunque constina ligera reduccion en la
emulsificacién a concentraciones mas altas. Sin embargo,as emulsificaciones con
hexadecano y xileno presentaron una disminucion mas prenunciada en presencia
de NaCl.
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Figura 4.10. Actividad emulsificante del EPS sintetizado por Glutamicibacter sp. XHA18 en cultivo
plancténico, evaluada en distintos sustratos hidrofébicos. En el eje de las “X” se muestran los
sustratos hidrofobicos evaluados. En.€l'eje de las “Y” se muestran las emulsificaciones obtenidas sin y
con diferentes concentraciones de NaCl.

4.6.2 Actividad y estabilidad emulsificante“en_cultivo sésil

En el cultivo sésil, la actividad emulsificante general fue menor en comparacion con
la maxima emulsificacién alcanzada en el cultivo plancténico. Sin embargo, se
observé una notable ventaja en términos de estabilidad frente a diferentes
concentraciones salinas. A diferencia de lo registrado en el cultive, plancténico, en
esta condicidn se detecté actividad emulsificante significativa en todos'os sustratos
evaluados, incluyendo aquellos en los que no se habia observado®actividad en el

otro sistema de cultivo (Fig. 4.11).
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Figura 4.11. Actividad emulsificante del ERPS\sintetizado por Glutamicibacter sp. XHA18 en cultivo
sésil, evaluada en distintos sustratos hidrofébicos. En el eje de las “X” se muestran los sustratos
hidrofébicos evaluados. En el eje de las “Y”.se muestran las emulsificaciones obtenidas sin y con diferentes
concentraciones de NaCl.

En la mayoria de los sustratos, la actividad emulsificante inicial se mantuvo estable
o incluso aumentdé con el incremento en’la concentracion de NaCl. Este efecto fue
particularmente evidente en el xileno y(el toluenoyque mostraron un aumento
progresivo en la actividad emulsificante a medida que la concentracién de salinidad
aumentaba. Por otro lado, la emulsificacidon en otros sustratos se mantuvo constante
a lo largo de todas las pruebas de salinidad, con la excepcidn del petrdleo, donde la
actividad emulsificante se vio afectada negativamente en la concentracion de NaCl

mas alta evaluada.

4.7 Emulsificante purificado

De acuerdo con los datos obtenidos mediante las metodologias para la purificacion
de compuestos tensoactivos de alto y bajo peso molecular, se observé un mayor

rendimiento del compuesto producido en condiciones de cultivo sésil, alcanzando
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un rendimiento de 2.8 g/L, en comparacion con el cultivo planctonico, del cual se
extrajo 4.8.g/L. Por otra parte, la metodologia empleada para la recuperacién de
metabolitos_de bajo peso molecular no permitié la extraccion de compuestos con

actividad superficial detectable.

4.8 CaracterizacCién molecular del compuesto emulsificante
purificado

Se realizaron analisis espéctrofotométricos y morfoldgicos con el objetivo de
determinar las propiedades‘ estructurales y fisicoquimicas del compuesto
emulsificante purificado, obtenido arpartir del cultivo sésil de Glutamicibacter sp.
XHA18. Las pruebas incluyeron espeetroscopia de absorcidon ultravioleta-visible y
espectroscopia infrarroja por transformada-de Fourier, microscopia electronica de
barrido acoplada a espectroscopfa-de dispersion de energia y la carga superficial

mediante medicion de potencial zeta.

4.8.1 Espectroscopia infrarroja transformada\de Fourier

El analisis espectroscopico mediante FTIR permitio la identificacién de los grupos
funcionales presentes en el emulsificante purificado producido por Glutamicibacter
sp. XHA18. En la figura 4.12 se presenta el espectro obtenido,.donde se observan
senales caracteristicas que sugieren la composicién quimica del*biopolimero. Se
observo una banda de absorcion ancha centrada alrededor de 3270 em™, indicativa
de vibraciones de estiramiento O-H, tipicamente asociadas con’ _matrices
polisacaridicas ricas en grupos hidroxilo. Esta caracteristica, a menudo intensificada
por enlaces de hidrégeno intermoleculares, también puede incluir contribucion€s de

grupos N—H provenientes de enlaces peptidicos.
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En la-region alifatica, se detectaron bandas débiles cerca de 2920 y 2850 cm™
correspondientes a las vibraciones de estiramiento C—H de grupos metilo y metileno,
lo que sugiére la presencia de cadenas laterales lipidicas o alifaticas. La region entre
1750 y 1600.cm." mostré un pico prominente alrededor de 1640-1650 cm™, que
puede atribuirse al, estiramiento de enlaces C=0, probablemente provenientes de
acidos carboxilicosg~acidos urénicos o grupos amida | presentes en residuos

proteicos.

Bandas adicionales en la'regidon de 1550-1450 cm™, asociadas con vibraciones de
amida Il (estiramiento C—Ngy flexion N—-H), respaldan aun mas la presencia de
componentes proteicos incrystados en la estructura del biopolimero. Las
caracteristicas mas distintivas se _encontraron entre 1200 y 1000 cm™, donde
multiples bandas superpuestas fueron_ consistentes con enlaces glucosidicos C—O—
C, vibraciones del esqueleto C=C y modos.de estiramiento C—OH, lo que confirma

la estructura sacaridica del EPS.

Finalmente, las absorciones por debajo de 900em™, tipicamente asociadas con
modos de deformacion de anillos furandsices \y pirandsicos, refuerzan la
interpretacion del compuesto como un ‘exopolisacarido (EPS) estructuralmente

heterogéneo con funcionalidades asociadas de tipo proteico y lipidico.

En conjunto, estos resultados sugieren que el EPS producido y purificado de
Glutamicibacter sp. XHA18 es un bioemulsificante de naturaleza‘eéxopolisacaridica,
con posibles interacciones entre proteinas y lipidos que podrian influir en su

actividad emulsificante y estabilidad estructural.
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Figura 4.12. Espectro FTIR de transmitancia del"EPS producido por XHA18. Se identifican distintos
grupos funcionales asociados a polisacarides, proteinas yslipidos, con picos de absorcién correspondientes
a las bandas caracteristicas del infrarrojo.

4.8.2 Espectroscopia ultravioleta-visible y tefractancia difusa

El analisis de espectroscopia UV-Vis del EPS purificado_revelé una absorbancia
maxima en el rango de 260 a 280 nm, lo que sugiere la presencia de proteinas en
la muestra. Esta absorbancia es caracteristica de los aminoagcidos aromaticos,
particularmente triptéfano y tirosina, los cuales estan comunmente presentes en

proteinas.

Estos resultados respaldan la hipdtesis de que el compuesto responsable/de la
actividad emulsificante en Glutamicibacter sp. XHA18 es de origen organico,lo que
concuerda con la naturaleza bioquimica de los bioemulsificantes de tipo
exopolisacarido (EPS). El espectro resultante se presenta en la figura 4.13, donde

se puede observar la presencia de bandas de absorcion en los intervalos
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previamente mencionados, reforzando la caracterizacion del EPS como un

compuesto complejo que contiene fracciones polisacaridicas y proteicas.
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Figura 4.13. Espectro de absorcion UV=Vis'del EPS sintetizado por Glutamicibacter sp. XHA18. Se
observa una banda de absorcion caracteristicaven el rango de 200 a 300 nm, asociada a la presencia de
proteinas y compuestos organicos en la muestra.

4.8.3 Espectroscopia de dispersion-de energia por rayos X y
microscopia electronica de baftrido

Los resultados de estas pruebas permitieron determinar la composicion quimica y
la morfologia microscoépica del EPS, los cuales se presentan en la figura 4.14. El
EDS revelé que los picos de mayor intensidad corresponden“a carbono (C) y
oxigeno (O), lo que confirma que el compuesto responsable¥de la actividad
emulsificante es de origen organico (Fig. 4.14b). Sin embargo, tambjén se identifico
un tercer pico de menor intensidad correspondiente a azufre (S), lo quée‘sugiere la
posible presencia de proteinas dentro del EPS, dado que este elemento.es un

componente estructural en ciertos aminoacidos, como la cisteina y metionina.
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EPS obtenido en el cultivo sésil, la cual se muestra en la figura 4.14a, con aumentos
de 200X. En.términos generales, se observé que el EPS esta conformado por
estructuras amorfas de tamafios irregulares, lo que es caracteristico de

biopolimeros exopelisacarido.
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Figura 4.14. Analisis de Energia Dispersiva de Rayos y Microscopia Electrénica de Barrido del EPS
sintetizado por Glutamicibacter sp. XHA18. a) Especiro de EDX que muestra la composicion elemental del

EPS, con el porcentaje de cada element¢ en peso y en atomos. b) Imagen obtenida por MEB que revela la
estructura morfologica del EPS

4.8.4 Potencial zeta

El analisis del potencial zeta del EPS mostré un valor promedio de —=39.5 +4.71 mV,
indicando una carga neta negativa. Lo que concuerdacon la caracterizacion
mediante FTIR, donde se identificaron grupos funcionales como.carboxilo (-COO-),
hidroxilo (-OH) y carbonilo (C=0), los cuales estan asociados con.la carga negativa

observada en el potencial Zeta.
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4.9.1 Artémia salina

Los resultados de-la prueba de citotoxicidad con Artemia salina se presentan en la
figura 4.15. La figura a) muestra la anatomia representativa de un nauplio de A.
salina correspondiente .al control después de 48 horas de exposicion. En general,
no se registr6 mortalidad ni alteraciones significativas en el comportamiento
natatorio de los naupliostras la exposicion al EPS, incluso en las concentraciones
mas elevadas. Su movimiento fue comparable al del control negativo, lo que sugiere
que el EPS no genera efectos toxicos evidentes. Aun a concentraciones mas altas
(125, 100 y 75 mg/L; Fig. 4.15b-d), se,observé un ligero oscurecimiento en el tracto
digestivo, lo que indica la acumulacion.del EPS. Este efecto no estuvo asociado con
mortalidad ni con dafo fisiol6gico aparenteslo que sugiere que la ingesta del EPS
no representa un riesgo letal para“A. salina..En las concentraciones mas bajas (50
y 25 mg/L; Fig. 4.15e-f), incluso no se “detectaron cambios morfolégicos ni
alteraciones en la estructura de los érganos, manteniendo un estado similar al del

control negativo (agua salina; Fig. 4.159).

En contraste, en el control positivo (dicromato de potasio, K,Cr,O,; Fig. 4.15H-J),
se registré una mortalidad del 100% tras 48 h de exposicion. Los organismos
expuestos presentaron un oscurecimiento marcado en las anténulas, antenas,
segmento abdominal y tracto digestivo, el comportamiento observado en el control
positivo siguié un patrdn tipico de dosis-respuesta, registrandoseuna mortalidad del
100% a una concentracion de 60 mg/L. El analisis Probit permitié determinar una
CLso de 9.9 mg/L, lo que reafirma la alta toxicidad del dicromato de potasio en A.

salina dentro del intervalo de concentracion evaluada.
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Figura 4.15. Evaluacié
toxicolégica de Artemia salina
expuesta a diferentes
concentraciones de EPS. (a)
Morfologia general de un nauplio
sano. (b-f) Nauplios expuestos a
distintas concentraciones de EPS
(125, 100, 75, 50 y 25 mglL,
respectivamente) tras 48 h de
exposicién. (g) Control negativo (agua
salina). (h-j) Nauplios expuestos a
diferentes concentraciones del control
positivo (dicromato de potasio: 60, 30
y 15 pg/L, respectivamente).
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4.92/Germinacion de semillas de Cucumis sativus
Los resultados obtenidos del ensayo de germinacién de pepino (Cucumis sativus),

(Fig. 4.16) _mostraron que el SLC obtenido de Glutamicibacter sp. XHA18 no
presentd efectos téxicos evidentes sobre la viabilidad de las semillas. Todas
germinaron exit@samente, sin diferencias significativas en el porcentaje de
germinacion en comparacion con el control negativo (agua destilada estéril; Fig.
4.16a).

Figura 4.16. Efecto del SLC de Glutamicibacter sp. XHA18 en la germinacion y crecimiento’de
semillas de pepino Cucumis sativus. (a) Control negativo (agua destilada estéril), (b) Concentracion baja
de SLC (1:6) y (c) Concentracion alta de SLC (6:1). Se observa la influencia del SLC en el desarrollo de la
raiz y el tallo.
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En el.tratamiento con la menor concentracion de SLC 1:6 (Fig. 4.16b), se observo
un desarrollo similar al del control, sin efectos adversos visible. No obstante, al
analizar por.separado las estructuras de las plantulas, se detecté una ligera
estimulacion_en_la elongacion radicular, mientras que el desarrollo del tallo se
mantuvo sin diferencias, e incluso con valores ligeramente inferior al control. En
contraste, cuando’seg-aplica el SLC en una mayor proporcién 6:1 (Fig. 4.16c), resulto

en una reduccion signifieativa del crecimiento de la raiz (p < 0.05).

Para cuantificar el efecto.del SLC en el crecimiento de las plantulas, se calcul6 el
indice de germinacion (IG)yel indice de elongacion relativo (IER) tanto en el tallo
como en las raices. Estos indiCes permitieron distinguir entre un efecto promotor o
inhibitorio. Valores positivos © fueron interpretados como estimulacion del
crecimiento, mientras que valores'negativos indicaron inhibicion en comparacién

con el control.
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Figura 4.17. indice de Efecto Relativo (IER) en el crecimiento del tallo y la raiz de Cucumis sativus tratado
con SLC. Los puntos azules representan la concentracién mas baja de SLC (1:6), mientras {que®los puntos
anaranjados indican la concentracion mas alta evaluada (6:1).

Los resultados mostraron que la concentracion mas baja evaluada (1:6) favorecié el
desarrollo de las raices, aunque presentd un efecto inhibitorio en el crecimiento déel

tallo. En contraste, la concentraciéon mas alta (6:1) registré valores negativos tanto
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en el.tallo como en la raiz. En la figura 4.17 se muestra el efecto del SLC sobre el

crecimientode las plantulas de C. sativus, expresado mediante el indice del efecto
relativo.
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11 g

€APITULO V: DISCUSION

El analisis (gendémico de Glutamicibacter sp. XHA18 revel6 una serie de
caracteristicas que no solo respaldan su posible clasificacibn como una nueva
especie dentro del"género, sino que también podrian estar relacionadas con las
propiedades fisicoquimicas particulares del EPS que produce. Se identificaron
multiples genes asociades a rutas de biosintesis de exopolisacaridos, asi como
enzimas especificas del metabolismo de carbohidratos, lo que sugiere una
capacidad metabdlica distintiva para la produccion de biopolimeros

estructuralmente complejos.

La presencia de genes codificantes para transportadores, glicosiltransferasas y
proteinas asociadas a la exportacion de polisacaridos sugiere que el EPS de XHA18
puede presentar una composicion_rica*e€n grupos funcionales con carga negativa
como lo son los acidos uronicos; lecual explicaria su elevada estabilidad coloidal y
su capacidad para mantener la emulsificacionéen._condiciones de salinidad elevada.
Esta correlacion entre el perfil genémicoe~y las propiedades del EPS indica que las

diferencias genéticas no son unicamente taxonémic€as; sino funcionales.

Ademas, la divergencia en el contenido de G+C respecto a otras especies del
género (superior al 1%) refuerza la hipétesis de que XHA18 posee adaptaciones
moleculares especificas que podrian estar asociadas al enterno de donde fue
aislada (cenote pristino) y a su capacidad para producir un EPS~con aplicaciones
biotecnolégicas en condiciones extremas. En este contexto, las) diferencias
gendmicas observadas se traducen en propiedades bioquimicas del. EPS que
distinguen a esta cepa frente a otras del mismo género, lo cual resalta su valor como
potencial biotecnolégico para la produccibn de compuestos funcionales
unicos.(Meier-Kolthoff et al., 2014). De igual forma se identificaron genes que forman
parte de dos rutas génicas principales para la sintesis de EPS: la via dependienie
de Wzx/Wzy y la via de transportadores ABC, las cuales incluyen glicosiltransfersas

y proteinas transmembranas. La presencia de multiples enzimas involucradas en el
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metabolismo de carbohidratos sustenta que XHA18 podria ser un recurso valioso
para la_industria biotecnoldgica, particularmente en la produccion de biopolimeros

con aplicaciones en biorremediacion y bioemulsificacion (Guan et al., 2025)

Para evidenciarque las condiciones de cultivo sésil y planctonico ejercen un efecto
diferencial sobre "la produccién de metabolitos secundarios con actividad
tensoactivo en Glutamicibacter sp. XHA18, se realizd una cinética de produccién
bajo ambas condicionés, evaluandose cada 24 h la actividad emulsificante y la
capacidad de reducir la‘tension superficial mediante el método de gota colapsada.
Los resultados mostraron que; desde las primeras 24 h de incubacion, el cultivo
sésil favorecid una mayor actividad emulsificante, la cual se mantuvo estable
durante todo el periodo evaluados#En contraste, el cultivo planctonico mostré una
actividad considerablemente menor. ysmenos sostenida, lo que sugiere que el modo
de crecimiento influye significativamente en la biosintesis y estabilidad de estos
metabolitos. No obstante, durante-toda la cinética no se detectd actividad asociada
a la reduccién de la tension superficial, lo_eual indica que, Glutamicibacter sp.
XHA18 no produce compuestos con propiedades-biosurfactantes, sino unicamente

bioemulsificantes.

Estos hallazgos coinciden con estudios previos (Flemming y Wingender, 2010; Hall-
Stoodley et al., 2004) que demuestran como las biopeliculas tienen un impacto directo
sobre la produccion y funcionalidad de los metabolitos secundarios. Esta ventaja
puede atribuirse a varios factores inherentes a la fisiologia de"las, biopeliculas. En
este tipo de crecimiento, las células bacterianas se encuentraninmersas en una
matriz extracelular autogenerada, rica en polisacaridos, proteinas y lipidos, que no
solo ofrece proteccion frente a condiciones ambientales adversas, sino-que también
modula la expresion génica involucrada en la sintesis de compuestosybioactivos
(Flemming etal., 2016; Limoli etal., 2015). Ademas, se ha reportado._gue el
microambiente dentro de una biopelicula promueve una mayor interaccién célula-
célula y una concentracion localizada de sefales de quorum sensing, lo que puede
inducir rutas metabdlicas especificas que no se expresan en crecimiento libre

(Karatan y Watnick, 2009). En el caso de los EPS, estas condiciones permiten una
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observada.en los compuestos obtenidos bajo esta condicidon. Por ejemplo, Singh et
al. (2006) demostraron que bacterias cultivadas en biopelicula produjeron EPS con
una arquitectura mas compleja y una mejor capacidad emulsificante frente a
hidrocarburos pesados. En contraste, los cultivos planctdnicos presentan tasas de
crecimiento elevadas, pero no favorecen la produccion sostenida de estas
moléculas (Branda et’al.;"2005). La capacidad bioemulsificante del EPS producido en

cultivo sésil lo hace partiCularmente atractivo para aplicaciones industriales.

Diversos estudios han evidenciado que la composicion del medio de cultivo influye
de manera significativa en la fdnceionalidad de metabolitos extracelulares, como los
EPS. En este estudio, se evaluaren.seis variables: dextrosa, peptona, extracto de
levadura, velocidad de agitacién, salinidad y pH, con el objetivo de comprender su
impacto sobre la actividad y estabilidad emulsificante del EPS producido por
Glutamicibacter sp. XHA18.

Los resultados mostraron que la "dextrosa desempefia un papel clave en la
produccion del compuesto emulsificante. Como fuente primaria de carbono y de
arranque, la dextrosa ha sido ampliamente reportada como un sustrato eficiente
para promover la sintesis de EPS al proveer energia facilmente metabolizable y
precursores estructurales (Banat et al., 2021; 2014; Sutherland, 2001). Sin embargo,
también se ha reportado que un exceso de este carbohidrate.puede tener un efecto
negativo en la produccion de EPS debido a un efecto de represién catabolica (Maalej
et al., 2015), efecto observado en este estudio (datos no mostrados). El extracto de
levadura aporta nutrientes esenciales como vitaminas, minerales y-factores de
crecimiento que favorecen el crecimiento y la expresion de rutas biosintéticas
complejas (Flemming y Wingender, 2010; Hall-Stoodley et al., 2004; Sharma et al., 2023).
De forma semejante, la peptona, al actuar como una fuente organica de nitrégeno,
puede favorecer tanto el crecimiento microbiano como la produccion de metabolitos
secundarios, al influir en la actividad de enzimas esenciales involucradas en las
rutas biosintéticas de polisacaridos (Delbarre-Ladrat et al., 2022). No obstante, a

concentraciones elevadas tanto la peptona como el extracto de levadura pueden
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este contexto, se ha reportado que elevadas concentraciones de nitrdgeno organico
y factores’ _de crecimiento estimulan las rutas metabdlicas asociadas a la
proliferacion. celular, lo que conlleva una reduccién en la sintesis de metabolitos
extracelulares como los exopolisacaridos (Vuyst y Vandamme, 1994). Adicionalmente,
compuestos solubles-en el medio, pueden alterar la osmolaridad y la expresion de
genes relacionados €om|a biosintesis de polisacaridos estructurados, afectando la
conformacion funcional del EPS y su capacidad de emulsion (Janczarek, 2011). En
particular, se observd que la actividad puede mantenerse sin el aporte de peptona
en el medio (datos no mostrados). Esto sugiere que el fin de este sustrato esta mas

dirigido a la formacién de biomasa que a la produccion de EPS (Jyoti et al., 2024).

En este trabajo no solo se considerosa capacidad de emulsificacion, sino también
la estabilidad de las emulsificaciones formadas. Lo mejores resultados se
obtuvieron con una relacién de G/ de 11,36 en condiciones de cultivo sésil y de
16.00 en cultivo planctonico, alcanzado indices de emulsificacion de 56.87 £ 1.73 y
57.05 £ 0.59 respectivamente. EStas proporeiones carbono/nitrogeno son
coherentes con investigaciones previas Que senalan una mayor eficiencia en la
biosintesis de exopolisacaridos cuando_se empléan condiciones con niveles
moderadamente altos de carbono y una disponibilidad limitada de nitrégeno (Cui
et al., 2017; Miqueleto et al., 2010). Estos hallazgos confirman la importancia de
establecer concentraciones 6ptimas y no necesariamente recurrir a formulaciones
maximas, para favorecer tanto la cantidad como la funcionalidad. del biopolimero
producido por Glutamicibacter sp. XHA18. En este caso, el uso de concentraciones

excesivas resultdé en una pérdida significativa de la actividad emulsificante.

Respecto a las condiciones fisicoquimicas, se observé que un pH alealino (8.6)
favorece la actividad emulsificante del EPS en ambos cultivos, posiblemente a la
estabilizacién de su estructura polimérica en condiciones basicas, comportamiento
ya reportado para otros EPS bacterianos (Mufioz-Almagro et al., 2020). En ese mismo
sentido, también se ha reportado que una concentracion de pH elevado puede
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poteneiar la actividad enzimatica responsable de la sintesis de EPS, mejorando la

produccién, (Ju et al., 2022).

En cambio; la, salinidad mostré un efecto dual y contrastante. Por un lado, su
presencia durante el cultivo redujo la actividad emulsificante, probablemente debido
al aumento en la.osmolaridad del medio, lo que podria afectar la expresién de genes
involucrados en la(bigsintesis del EPS, fendbmeno reportado también cuando los
componentes del medio’ se encuentran en altas concentraciones. Por otro lado,
cuando el microorganismo’se cultiva en condiciones sin sal, pero el sobrenadante
libre de células (SLC) se suplementa posteriormente con sal, esta actia como un
estabilizante externo de las emulsiones. Este comportamiento se ha asociado a
fendmenos de repulsién electrostatica entre moléculas de EPS con carga negativa,
como ocurre en el caso del EPS purificado de Glutamicibacter sp. XHA18, lo que
contribuye a una mayor estabilidad coloidal (Mulligan, 2005). La capacidad que posee
el EPS para conservar su eficacia en‘\ambientes con alta salinidad lo hace
especialmente adecuado para aplicaciones~en entornos exigentes, como los
procesos de la industria petrolera’ 0 marina;~donde las condiciones salinas
representan un desafio critico en la seleccion de\bioemulsificantes funcionales
(Mann y Wozniak, 2012).

La velocidad de agitacién también mostro influencia en lafpreduccion y funcionalidad
del EPS, ya que afecta la oxigenacion del medio, la disponibilidad de nutrientes y el
cizallamiento celular. Estos factores son reconocidos por infldin tanto en la masa

celular como en la calidad del metabolito producido (Villarreal-Soto,et al., 2019).

Si bien en este estudio no se realizé una optimizacion cuantitativa_exhaustiva del
medio de cultivo, los analisis estadisticos permitieron identificar las condiciones mas
favorables y funcionales para la produccién y estabilidad del \EPS por
Glutamicibacter sp. XHA18. En particular, se observé que ciertas combinaciones de
sustratos en concentraciones reducidas mantienen una actividad emulsificante
comparable a la del medio original lo que sugiere la viabilidad de disefar

formulaciones mas econdmicas y sostenibles, sin comprometer la funcionalidad del
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compuesto emulsificante. Esta reduccién en la concentracion de componentes
representa,una ventaja potencial para procesos de escala industrial, ya que puede
disminuir los.costos de produccion sin afectar el rendimiento del EPS (Muthusamy
et al., 2008). Por otra parte, cuando se realizaron las emulsificaciones utilizando tanto
el EPS purificadofal 1% como el sobrenadante libre de células (SLC), se obtuvieron
indices de emulsificacion y niveles de estabilidad similares. Este resultado sugiere
que el uso directo del.SLC podria ser viable, lo cual permitiria prescindir, al menos
parcialmente, de etapas’ complejas y costosas de purificacion. Esta simplificacion
del proceso incrementaria su.viabilidad comercial, especialmente en aplicaciones
donde no se requiere un biopolimero altamente refinado (Gao et al., 2024; Uzoigwe
et al., 2015).

El EPS producido por Glutamicibacter sp. XHA18 bajo condiciones de cultivo sésil
presenté una capacidad emulsificante superior en comparacién con el obtenido en
cultivo plancténico. Esta difereneia funciohal puede atribuirse a la arquitectura
molecular del polimero sintetizada durante su.erecimiento estimulando la formacion
de la biopelicula, en la que se favorecen la formacion de estructuras mas complejas
y estables. La capacidad para formar emulsiones.duraderas con diversos sustratos
hidrofébicos sugiere un amplio potencial ‘de‘aplicaciébn)en procesos que requieren
una separacién controlada de fases, como en el tratamiento de aguas contaminadas

con hidrocarburos, formulaciones cosméticas y sistemas-alimentarios.

La notable estabilidad del EPS frente a condiciones de alta salinidad y pH alcalino
refuerza su idoneidad para ambientes extremos, donde los emulsificantes sintéticos
suelen perder eficacia. Esta caracteristica lo posiciona como un, candidato
prometedor para su uso en la industria petrolera, particularmente en.procesos de
recuperacion mejorada de petréleo o biorremediacidn de suelossy) aguas
contaminadas (Muthusamy et al., 2008; Uzoigwe et al., 2015). Ademas, su)origen
microbiano y baja toxicidad lo convierten en una alternativa ecoldgica y sostenible
frente a emulsificantes quimicos derivados del petréleo, lo cual responde aga
creciente demanda de compuestos biodegradables y compatibles con entornos
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naturales en industrias como la alimentaria y cosmética (Li et al., 2021; Suryawanshi
et al., 2022)

El analisis'del. EPS utilizando las técnicas de FTIR, UV-Vis, XRD y SEM y potencial
zetas, confirmossu composicidén y propiedades fisicoquimicas. El espectro FTIR
evidencié la {presencia de grupos funcionales caracteristicos de los
exopolisacaridos, comorhidroxilos (-OH), carbonilos (C=0) y cadenas alifaticas, lo
que coincide con estudios previos (Rehman et al., 2021; Sheng et al., 2022). El analisis
UV-Vis mostré una bandasde absorcion en 280 nm, indicativa de la presencia de
proteinas asociadas al EPS, lo que sugiere una posible interaccion con
macromoléculas bioldgicas (Silverstein et al., 2014). Por otro lado, la difraccion de
rayos X reveld picos caracteristicosde compuestos organicos, en concordancia con
estudios sobre polisacaridos extracelulares (Mathivanan et al., 2021). Las imagenes
obtenidas mediante SEM mostraron que el EPS presenta una morfologia amorfa y
porosa, lo que podria conferirle Una-alta capacidad de retencion de agua, haciéndolo
potencialmente util en aplicaciones que(requieran conservacion de humedad
(Nambiar et al., 2018). Finalmente, el7analisis‘delpotencial zeta determind que la
carga superficial netamente negativa delyEPS favorece la estabilidad coloidal al
generar repulsion electrostatica entre las, particulas, Este comportamiento es
deseable en sistemas emulsionados, ya que ayuda a<€vitar la coalescencia de las
fases y garantiza una mayor persistencia de la emulsiénbajo diversas condiciones
fisicoquimicas, favoreciendo su uso en diversas aplicaciones industriales (Gandhi
et al., 2017).

Las pruebas de toxicidad realizadas en Artemia salina'y Cucumis sativus muestran
que el EPS producido por Glutaminicibacter sp. XHA18 no presenta toxicidad
significativa para organismos acuaticos y terrestres, incluso en las concentraciones
mas altas evaluadas. No obstante, en concentraciones elevadas se obsérvé una
reduccion el crecimiento radicular de C. sativus, posiblemente atribuida’a..la
formacion de una barrera fisica sobre la superficie de la raiz que limita la absorcion
de agua. En cambio, en concentraciones bajas, no se observaron efectos fitotoxicos,
lo que sugiere su viabilidad de usos para aplicaciones agricolas sin comprometer el
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desarrollo vegetal (Chen etal., 2023; Nunes etal,, 2006). Estos resultados son
consistentes con estudios previos donde EPS bacterianos han documentado
efectos pasitivos en la germinacion y crecimiento de plantas, asi como en la mejora
de las propiedades fisicoquimicas del suelo (Wei et al., 2024; Xiong et al., 2019). Sin
embargo, se recomienda explorar su impacto en otras especies vegetales para

determinar su aplicabilidad en diferentes contextos agricolas.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES

Este estudio.reporta por primera vez, la produccion de un exopolisacarido (EPS)
con actividad emulsificante por una cepa del género Glutamicibacter, aislada de un
cenote pristino\.en,1a peninsula de Yucatan en dos condiciones de cultivo

contrastante (planctonico y sésil).

El cultivo sésil estimulo elerecimiento del microrganismo, que a su vez se reflejo en
una mejor produccion, funcionalidad y estabilidad del EPS producido en este
escenario. Ademas, este cultivo_favorece significativamente la sintesis y estabilidad
de la actividad emulsificante entan solo 24 h y con un rendimiento del EPS superior

en casi al doble en comparacién con-cultivos plancténicos.

La composicion del medio también tuvo un papel determinante. Se observé que
ciertas combinaciones de sustratos en cancentraciones reducidas mantienen una
actividad comparable a la del medioinicial,do que representa una oportunidad para
disefiar formulaciones mas econdmiecas, y sostenibles. Los analisis gendmicos
revelaron la presencia de rutas metabdlicas asociadas a la biosintesis de EPS y de
enzimas implicadas en el metabolismo de carbohidratos, lo que proporciona una

base molecular para futuras estrategias de optimizacion genética.

Las técnicas de caracterizacion confirmaron que el EPS responsable de la actividad
emulsificante es un biopolimero no iénico, con estructura amerfa, porosa y alta
estabilidad frente a variaciones de pH y salinidad, lo que respalda“su potencial uso
en aplicaciones industriales, especialmente en entornos extremos. Ademas, los
ensayos de toxicidad indicaron que el EPS no es toxico para Artemia salina ni para
Cucumis sativus a bajas concentraciones; sin embargo, a concentraciones‘elevadas
puede limitar el crecimiento radicular, posiblemente por efectos fisicos sobre la

absorcién de agua y nutrientes.

En conjunto, estos hallazgos destacan a Glutamicibacter sp. XHA18 como una

fuente microbiana prometedora para la produccion de EPS con propiedades
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potencial” versatilidad industrial lo posicionan como un candidato atractivo para

aplicaciones.en biotecnologia, agricultura y biorremediacion.
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Los hallazgos-de este trabajo proporcionan una base sdlida para la comprension de
la biosintesis#de exopolisacaridos (EPS) bioemulsificantes por la cepa
Glutamicibactersp. XHA18, asi como de su estabilidad y potencial biotecnoldgico.
Sin embargo, paraimaximizar el aprovechamiento de este compuesto en distintas
aplicaciones industriales, es necesario continuar con estudios complementarios que

permitan profundizar en‘su caracterizacion, produccién y aplicabilidad.

1. Producir el EPS en un sistema a gran escala, con el fin de optimizar la produccion
y reducir costos industriales!

2. Explorar el uso de materias primas de bajo costo y origen renovable, como
residuos agroindustriales o efluentes'ricos en azucares, que permitan mejorar la
viabilidad econdémica y la sustentabilidad-de su produccién.

3. Realizar la caracterizacion estructural completa del EPS, mediante técnicas como
Resonancia Magnética Nuclear (RMN),”para determinar la composicion de
monomeros, los tipos de enlaces_glicosidicos y la configuracién estructural.
Complementariamente, se recomienda_ el uso desMALDI-TOF-MS o LC-MS tras
hidrdlisis controlada del EPS, con el fin de identificarfragmentos oligosacaridicos
o posibles componentes funcionales asociados.

4. Validacion la funcional del EPS o SLC en condiciones deymicrocosmo, campo o
ambientes controlados para evaluar la eficacia del EPS).en procesos de
biorremediacion de suelos y aguas contaminadas con hidrocarburos u otros
compuestos hidrofébicos.

5. Estudiar la interaccion con microbiota y plantas: Investigar el efecto del EPS
sobre la microbiota edéafica y su posible influencia positiva en la abSorcion de
nutrientes y en la tolerancia de cultivos agricolas frente a condiciones de estrés,

como salinidad o sequia.
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Resumen de la Tesis:

LLos ambientes pristinos albergan una gran
diversidad de_microrganismos con
propiedades @nicas y aun poco exploradas,
entrec€llas, la egpacidad de producir
exopolisacaridos.(EPS) con propiedades
bioemulsificantes,”lo_cual representa un area
de creciente interés hiotecnoldgico en la
industria alimentaria, farmacéutica y
ambiental. En este estudio,.se evalu6 el efecto
de dos condiciones contrastantes de cultivo
(sésil y planctonico), sobre la\produccion y
estabilidad de un compuestoemulsificante.
Dicho compuesto fue producido_poria cepa
halotolerante Glutamicibacter sp. XHA18,
aislada de un cenote pristino de lapeninsula
de Yucatan. La produccion y estabilidad de
este compuesto fue evaluada mediante el
indice de emulsificaciéon a 24 h (IEz4). Para
ello, se ajustaron las condiciones
fisicoquimicas en ambos tipos de cultivo, las
cuales incluyeron la fuente de carbono y
nitrogeno, asi como el pH, agitacion y
salinidad. Posteriormente se aplicaron
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metodologias especificas para la extraccion
de compuestos de alto y bajo peso molecular,
logrando la purificacion de un EPS que fue
caracterizado mediante FTIR, UV-Vis, SEM-
EDS, XRD y analisis de carga i6nica. Los
resultados mostraron que el cultivo sésil
promovié una mayor actividad emulsificante
(IE24 62.09%) en un tiempo menor (24 h) y
estable por mas de un afio. En contraste, el
cultivo planctonico (IEz4 60.09%) a 96 h,
demostré la pérdida progresiva de la
emulsificacion en el tiempo. En ambas
condiciones, la dextrosa y un pH alcalino
favorecieron significativamente la produccion,
mientras que la salinidad afecto
negativamente la produccion del
bioemulsificante. El rendimiento de EPS fue
Superior en cultivo sésil (2.8 g/L) respecto al
planctonico (1.8 g/L), y la caracterizacion FTIR
y el potencial Z confirmaron su naturaleza
polisacaridica con una carga negativa,
asociada a su capacidad de formar
emulsionésiestables con diversos sustratos
hidrofébicos-ineluso en condiciones de
salinidad al'5+y.10%. Seguidamente, los
ensayos toxicolggicos realizados con Artemia
salina y.Cucumis sativus confirmaron la baja
toxicidad del EPS;_ebn solo efectos minimos
en plantulas a conceftraciones elevadas. El
analisis gendémico reveld,que la cepa XHA18
pertenece al género Glutamicibacter, pero con
diferencias en el contenidede,G+C y peffil
metabdlico respecto a otras’cepas disponibles
en GenBank, lo que sugiere.gue podria
tratarse de una nueva especie. En:conjunto,
los hallazgos de este estudio aportan
informacion novedosa sobre la bigsintesis y
estabilidad del EPS bioemulsificante’en
condiciones sésiles, con alto rendimientoyy
estabilidad, proponiendo a Glutamicibaeter.sp.
XHA18 como un recurso biotecnolégico
promisorio para aplicaciones industriales y
ambientales.
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