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RESUMEN 

 

Los ambientes prístinos albergan una gran diversidad de microrganismos con 
propiedades únicas y aún poco exploradas, entre ellas, la capacidad de producir 
exopolisacáridos (EPS) con propiedades bioemulsificantes, lo cual representa un 
área de creciente interés biotecnológico en la industria alimentaria, farmacéutica y 
ambiental. En este estudio, se evaluó el efecto de dos condiciones contrastantes de 
cultivo (sésil y planctónico), sobre la producción y estabilidad de un compuesto 
emulsificante. Dicho compuesto fue producido por la cepa halotolerante 
Glutamicibacter sp. XHA18, aislada de un cenote prístino de la península de 
Yucatán. La producción y estabilidad de este compuesto fue evaluada mediante el 

índice de emulsificación a 24 h (IE24). Para ello, se ajustaron las condiciones 
fisicoquímicas en ambos tipos de cultivo, las cuales incluyeron la fuente de carbono 
y nitrógeno, así como el pH, agitación y salinidad. Posteriormente se aplicaron 
metodologías específicas para la extracción de compuestos de alto y bajo peso 
molecular, logrando la purificación de un EPS que fue caracterizado mediante FTIR, 
UV-Vis, SEM-EDS, XRD y análisis de carga iónica. Los resultados mostraron que el 

cultivo sésil promovió una mayor actividad emulsificante (IE24 62.09%) en un tiempo 

menor (24 h) y estable por más de un año. En contraste, el cultivo planctónico (IE24 
60.09%) a 96 h, demostró la pérdida progresiva de la emulsificación en el tiempo. 
En ambas condiciones, la dextrosa y un pH alcalino favorecieron significativamente 
la producción, mientras que la salinidad afectó negativamente la producción del 
bioemulsificante. El rendimiento de EPS fue superior en cultivo sésil (2.8 g/L) 
respecto al planctónico (1.8 g/L), y la caracterización FTIR y el potencial Z 
confirmaron su naturaleza polisacarídica con una carga negativa, asociada a su 
capacidad de formar emulsiones estables con diversos sustratos hidrofóbicos 
incluso en condiciones de salinidad al 5 y 10%. Seguidamente, los ensayos 
toxicológicos realizados con Artemia salina y Cucumis sativus confirmaron la baja 
toxicidad del EPS, con solo efectos mínimos en plántulas a concentraciones 
elevadas. El análisis genómico reveló que la cepa XHA18 pertenece al género 
Glutamicibacter, pero con diferencias en el contenido de G+C y perfil metabólico 
respecto a otras cepas disponibles en GenBank, lo que sugiere que podría tratarse 
de una nueva especie. En conjunto, los hallazgos de este estudio aportan 
información novedosa sobre la biosíntesis y estabilidad del EPS bioemulsificante en 
condiciones sésiles, con alto rendimiento y estabilidad, proponiendo a 
Glutamicibacter sp. XHA18 como un recurso biotecnológico promisorio para 
aplicaciones industriales y ambientales. 

Palabras Claves: Metabolitos secundarios, Toxicidad, Bioestimulación, Tolerancia a 

salinidad, Emulsificaciones. 
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ABSTRACT 
 

Pristine environments harbor a wide diversity of microorganisms with unique and 

largely unexplored properties, including the ability to produce exopolysaccharides 

(EPS) with bioemulsifying activity—an area of growing biotechnological interest in 

the food, pharmaceutical, and environmental industries. In this study, the effect of 

two contrasting culture conditions (sessile and planktonic) on the production and 

stability of an emulsifying compound was evaluated. This compound was produced 

by the halotolerant strain Glutamicibacter sp. XHA18, isolated from a pristine cenote 

in the Yucatán Peninsula. EPS production and stability were assessed through the 

24 h emulsification index (IE24). 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, SEM-EDS, 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 (IE24 of 60.09% at 96 h) showed a progressive loss of 

emulsification over time. In both conditions, dextrose and alkaline pH significantly 

favored EPS production, while salinity had a negative effect. The EPS yield was 

higher in sessile culture (2.8 g/L) compared to planktonic (1.8 g/L). FTIR and zeta 

potential analysis confirmed the polysaccharide 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 differences in 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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1 CAPÍTULO I: INTRODUCCIÓN 
 

Los exopolisácaridos (EPS) son polímeros de alto peso molecular secretados por 

una variedad de microrganismos, incluidas las bacterias, que sintetizan moléculas 

activas (Ates, 2015). Además de carbohidratos, los EPS pueden incluir proteínas, 

lípidos y ácidos nucleicos, formando estructuras heterogéneas conocidas como 

biopelículas (Trilokesh et al., 2024). 

Las biopelículas o cultivos sésiles, donde normalmente crece la mayoría de las 

bacterias, confieren características específicas a los microrganismos que se 

desarrollan bajo esta condición. Por ejemplo, soportar altas presiones osmóticas, 

temperaturas extremas y variaciones de pH, además, facilitan las interacciones 

intercelulares, la transferencia horizontal de genes, la captura de nutrientes, evitan 

la desecación, entre otras funciones (Funari y Shen, 2022). En comparación con su 

contraparte, los microrganismos planctónicos, que pueden morir fácilmente al 

enfrentarse a condiciones de estrés (Samrot et al., 2021). Por tal motivo, la condición 

de biopelícula juega un papel esencial para obtener ventajas protectoras físicas, 

fisiológicas y genéticas, así como la producción de diversas moléculas de interés 

(Yin et al., 2019). 

Sin embargo, las propiedades y características de los EPS pueden variar 

considerablemente dependiendo del tipo de microrganismo y del ambiente en el que 

se desarrollan (Rana y Upadhyay, 2020). Los microrganismos extremófilos producen 

compuestos específicos que les ayudan a protegerse de condiciones extremas 

específicas; 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 et al., 2022).  A pesar de ello, el microbioma marino se encuentra 

prácticamente inexplorado, pese a ser un ambiente rico y diverso en organismos 

productores de moléculas activas (Barzkar et al., 2024), por lo que se podría estar 

ignorando a un sinfín de microrganismos adaptados a condiciones específicas 
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capaces de producir una amplia gama de moléculas activas únicas, comparado con 

los ecosistemas terrestres en donde básicamente se han agotado los recursos para 

el descubrimiento de estas moléculas de interés (Gudiña et al., 2016; Srinivasan et al., 

2021). 

Dada su capacidad para resistir condiciones extremas, los microrganismos de 

ambientes extremos, como las bacterias halotolerantes que habitan los cenotes 

prístinos de la península de Yucatán, son de especial interés. Estos organismos son 

una fuente prometedora de nuevos biopolímeros que podrían satisfacer la creciente 

demanda industrial de polímeros naturales con características 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 producción industrial de EPS se realiza en cultivos 

planctónicos, donde los microorganismos crecen en forma libre. Sin embargo, esta 

metodología puede pasar por alto las condiciones ambientales reales y por ende la 

restricción en la producción de biomoléculas de interés. La inducción de biopelículas 

bajo condiciones de cultivos sésiles puede llevar a la obtención de productos 

extracelulares novedosos (Liu et al., 2010). No obstante,  a pesar de la similitud 

genética entre diferentes cepas, estas pueden sintetizar compuestos con 

actividades distintas, esto debido a las condiciones ambientales específicas de cada 

especie (Serrato, 2022). Por eso, los parámetros de fermentación y las condiciones 

del cultivo pueden modular la producción de polímeros con pesos moleculares 

definidos para ser adaptados a industrias específicas, (Bonartseva et al., 2017; 

Ertesvåg, 2015). 

En este estudio, se evaluó la producción de un compuesto emulsificante por la cepa 

halotolerante Glutamicibacter sp. XHA18, aislada del cenote prístino X´can ho che 

ubicado en la península de Yucatán, México 21° 04' 17" N. 89° 36' 26"O (De La Rosa-

García et al., 2007) bajo condiciones contrastante de cultivo sésil (formación de 

biopelícula) y planctónico (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 agitación, el pH y la salinidad, así como la composición del medio de 

cultivo mediante la selección de fuentes de carbono y nitrógeno que favorecieran la 

producción y estabilidad del compuesto emulsificante. Se determinó que el 

compuesto con actividad emulsificante correspondía a un exopolisacárido (EPS), el 

cual fue purificado y caracterizado mediante técnicas espectroscópicas y 

estructurales (FTIR, UV-Vis, SEM-EDS y XRD), Además, se evaluó la capacidad 

emulsificante contra diferentes sustratos hidrofóbicos, 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 

biopolímero como una alternativa sostenible en diversas aplicaciones industriales. 

Conocer el proceso de producción de EPS no solo permite mejorar la eficiencia en 

la síntesis de estas moléculas bioactivas, sino que también garantiza su viabilidad 

económica, su carácter no tóxico y su aplicabilidad en sectores como la 

biorremediación, la biotecnología agrícola y la industria alimentaria. 
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2 CAPÍTULO II: MARCO TEÓRICO  
 

2.1 Tensoactivos 

 

Los tensoactivos son compuestos químicos que presentan propiedades anfifílicas, 

es decir, su estructura está compuesta por una porción hidrofóbica y otra hidrofílica 

y se clasifican según sus características y peso molecular (Ivanković y Hrenović, 

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 tensión superficial y/o interfacial que existe entre dos 

compuestos inmiscibles (surfactantes). Es así como, los hidrocarburos pueden 

solubilizarse en agua y viceversa, así como la capacidad de emulsionar dos 

compuestos insolubles (emulsificantes). Sin embargo, los tensoactivos aún se 

producen a partir de hidrocarburos, por ello, existe una creciente preocupación 

ambiental en la búsqueda de alternativas ecológicas en su producción. 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 hidrófoba y otra hidrofílica, 

siendo la parte hidrofóbica un ácido graso, mientras que la parte hidrofílica se 

encuentra constituida por cadenas lineales o cíclicas de aminoácidos, por ello, son 

biomoléculas con propiedades anfifílicas, con una gran diversidad estructural. Se 

clasifican por su bajo peso molecular como glicopéptidos, fosfolípidos y lipopéptidos 

(Biniarz et al., 2017). Estos compuestos son biosintetizados por distintas especies de 

hongos y bacterias, sin embargo, se considera a estas últimas como las principales 
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sintetizadoras de BS. Los lipopéptidos son el grupo de BS más estudiado, estos se 

clasifican en tres familias (Fig. 2.1), dependiendo de la estructura cíclica de los 

péptidos, donde podemos encontrar a la surfactina, fengicina e iturina (Gross y Loper, 

2009; Zhao et al., 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.1.2  Bioemulsificantes  

 

Los BE son compuestos con un peso molecular mayor que el de los BS, debido a 

que regularmente están constituidos por heteropolisacáridos, lipopolisacáridos, 

polisacáridos, lipoproteínas y proteínas (Perfumo et al., 2010; Raiger Iustman y López, 

2009). Los BE, también son conocidos como biopolímeros de alto peso molecular 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 

tensión superficial, por lo que se menciona que solo presentan actividad 

Figura 2.1. Estructura molecular de lipopéptidos. Tomado de (Grabova et al., 2016) 
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emulsionante. Por lo tanto, se les han atribuido a sus diversas estructuras químicas 

(Fig. 2.2) la capacidad de mantener y estabilizar las emulsiones con una gran 

efectividad por diversos periodos de tiempo (Uzoigwe et al., 2015). Estas 

emulsificaciones son consideradas estables cuando las micelas mantienen sus 

propiedades en el tiempo, lo cual se determina cuando el sistema se transforma 

nuevamente en dos fases separadas (Reyes et al., 2012). 

 

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 Producción de biosurfactantes y bioemulsificantes 

 

Los metabolitos secundarios como los BS y BE son el claro ejemplo de las distintas 

adaptaciones evolutivas que han tenido un sinfín de microrganismos, ya que la 

producción de estas moléculas está relacionada con la necesidad de crear 

mecanismos de adaptación para enfrentar las condiciones adversas del medio 

donde se desarrollan (concentraciones elevadas de salinidad, pH, temperatura, 

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

Además, tales adaptaciones les permiten obtener su fuente de energía de sustratos 

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

emulsionar, humedecer, 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. 

 

2.3 Factores que afectan la producción de biosurfactantes y 

bioemulsificantes  

 

2.3.1  Temperatura 

 

La temperatura es uno de los parámetros más importantes en la producción de 

moléculas de interés, puesto que afecta directamente el crecimiento y desarrollo del 

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

Además, esta variable afecta el metabolismo del microrganismo, ya que para la 

fermentación de carbohidratos y otros sustratos es necesario una temperatura 

especifica, además, esta debe mantenerse estable durante dicho proceso (de 

Carvalho, 2018). Por ejemplo, al incubarse a una temperatura mayor a la óptima del 

microrganismo, podría verse afectada la actividad enzimática, debido a la 

desnaturalización de las proteínas y/o enzimas esenciales, por ende, se vería 

afectada la producción 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, estos cuentan con un rango específico en el cual 

pueden crecer, desarrollarse y metabolizar sustratos para incluirlos en su 

metabolismo (Jimoh y Lin, 2019). Por lo tanto, la producción de BS y BE podría verse 

afectada sino se proporcionan las condiciones 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 hábitats naturales, desde 

ambientes dulceacuícolas hasta ambientes extremos con altas concentraciones de 

sal como lo es el mar muerto, la principal diferencia entre estos microorganismos 

serán 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 están agrupados en función a su capacidad 

para soportar ciertas cantidades de sal presentes en el medio en que se encuentran 

y comúnmente se clasifican en halotolerantes moderados y halotolerantes extremos 
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(Soria, 2004). La composición lipídica de la membrana plasmática y la inclusión de 

metabolitos compatibles como los BS y los BE son los responsables de la tolerancia 

a las elevadas presiones osmóticas. Sin embargo, la producción de estos 

compuestos podría verse afectada en organismos halófilos, 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 biosíntesis, propiedades y rendimiento final de BS y BE varia considerablemente 

dependiendo de la composición y tipo de cultivo en el que el microrganismo se 

desarrolla al momento de secretar estos compuestos (Rana y Upadhyay, 2020). Por 

ejemplo, se lograrán obtener una variedad de compuestos activos cuando la fuente 

de carbono sea diversa; sin embargo, esto no es sinónimo de un medio 

nutricionalmente rico o adecuado; por lo que dependerá estrictamente de la 

capacidad del microrganismo para asimilar los compuestos disponibles en el medio 

(Ehlers y Luthy, 2003). Por otra parte, una diversidad nutricional en la fuente de 

nitrógeno proporcionará las distintas composiciones y características 

representantes en los BS y BE (Begum et al., 2023). 
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2.4 Detección de la actividad biosurfactante y 

bioemulsificante 

 

Existen diversos métodos para detectar la actividad de los tensoactivos biológicos, 

estos métodos se basan principalmente en el análisis físico de los compuestos 

producidos. Los métodos más conocidos son: la actividad hemolítica, la prueba de 

gota colapsada, prueba de dispersión del aceite, índice de emulsificación, placa de 

agar azul o placa de agar CTAB, el método de agar de superposición de 

hidrocarburos, entre otros (Shah et al., 2016). Algunos métodos presentan ventajas o 

desventajas sobre otros (ver Tabla 2.2) ya que la mayoría de estos se basan en 

comprobar la actividad superficial/interfacial 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 más utilizados para la detección rápida de biosurfactantes y bioemulsificantes.  
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2.5 Cultivos sésiles y planctónicos  

 

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 (planctónicas) y otro donde existe la creación de estructuras 

heterogéneas donde los microrganismos son rodeados por una matriz polimérica 

extracelular (mayormente polisacáridos) conocida como biopelícula. En esta, las 

comunidades sésiles se adhieren a superficies inertes (por ejemplo, rocas, troncos, 

vidrios, plástico, etc.) u orgánicas (por ejemplo, piel, cutícula, mucosa, etc.) con el 

fin de obtener mejores condiciones (Moreno-Paz et al., 2010; William Costerton et al., 

1995). El cultivo planctónico, permite que estos microrganismos se dispersen y 

colonicen nuevos entornos. En contraste, la condición sésil, permite que las colonias 

regularmente constituidas por diferentes tipos de bacterias vivan de manera 

coordenada y prolongada, lo cual permite de manera significativa su proliferación 

(Berlanga y Guerrero, 2016). Las bacterias que se desarrollan en biopelículas son de 

principal interés para la industria biotecnológica, puesto que se encuentra activa la 

búsqueda 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 protección frente a 

las condiciones adversas y agentes xenobióticos, lo que podría convertirlos 

fácilmente en cepas resistentes  (Imfeld y Vuilleumier, 2012; Nickzad y Déziel, 2014), 

por esta razón, el 99.9% de las bacterias se desarrollan en biopelículas en una 

amplia gama de superficies ambientales (Donlan y Costerton, 2002). 
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2.6 Impacto ecológico de los tensoactivos  

 

2.6.1  Tensoactivos sintéticos 

 

En general, para la remediación 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 petróleo, su particular 

persistencia en el ambiente y su alta toxicidad, solo representan una remediación 

parcial o temporal del sitio (Reis et al., 2013). Además, el uso de los surfactantes en 

procesos industriales suele generar 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 difícilmente biodegradados y por lo 

regular, consumen más energía del sistema donde son aplicados en comparación a 

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

 

2.6.2  Tensoactivos biológicos  

 

Con el interés de proteger el medio ambiente, actualmente existe una constante 

búsqueda de moléculas de origen biológico que posean características similares a 

los surfactantes sintéticos, que puedan producirse a gran escala utilizando como 

sustratos diversas fuentes renovables, pero que además se produzcan en tiempos 

cortos (Biniarz et al., 2017). En este sentido, los tensoactivos biológicos o mejor 

conocidos como biosurfactantes y/o bioemulsificantes ya son considerados una 

alternativa ecológica para los tensoactivos sintéticos, puesto que se consideran 

biomoléculas ecológicas, de fácil degradación y menos tóxicas que su contraparte 

sintética, denotando un sinfín 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 Swaranjit Singh, 2015). 

 

2.6.3  Uso potencial de tensoactivos biológicos en la industria 

 

Los BS y BE cuentan hoy en día con una amplia gama de aplicaciones en diversas 

industrias importantes, donde destacan la industria alimentaria, cosmética, 

farmacéutica, teniendo mayor presencia en la industria petrolera, ya que estas 

biomoléculas son utilizadas para recuperación de petróleo en suelos y para 

biorremediación por contaminación 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) 

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico



 
 
 

 

 
16 

Universidad Juárez Autónoma de Tabasco 
División Académica de Ciencias Biológicas 

2.7  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 año 2021 el valor aproximado del 

mercado era de $ 45,450 millones de dólares (mdd) mientras que en el 2023 la 

demanda se estimó en $ 54,700 mdd y dado a que presenta un crecimiento anual 

del 5.8%, se estima que para el año 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 más económicos, la demanda global de los 

surfactantes biológicos también va en ascenso. Para julio de 2024 la demanda se 

registró en $ 32,488 mdd y se espera que para 2030 alcance los $ 60,112 mdd, con 

una tasa de crecimiento anual compuesta del 10.7 %, puesto que los tensoactivos 

biológicos 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 información necesaria para 

regular los procesos básicos de la célula, responder a estímulos ambientales, así 

como para la producción de metabolitos primarios y secundarios (Bender et al., 2018). 

Este material genético se encuentra comúnmente contenido en un cromosoma 

circular, aunque ciertas especies pueden incluir estructuras conocidas como 

plásmidos y elementos extra cromosómicos que por lo regular están ligadas a 

ventajas adaptativas como la resistencia a antibióticos o la producción de 

compuestos especializados (Garcia-Vallve et al., 2000; Oliveira et al., 2016).  
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Los análisis genómicos permiten comprender los mecanismos bioquímicos y 

fisiológicos que intervienen en la producción de compuestos bioactivos, como 

antibióticos biosurfactantes, bioemulsificantes, entre otros (Kaur y Dey, 2023). Estos 

análisis se basan en identificar las vías metabólicas responsables de biosíntesis de 

estos compuestos, así como para diseñar estrategias para optimizar su producción 

(Antoniou et al., 2015). 

 

2.8.1 Rutas metabólicas de los exopolisacáridos 

 

Los EPS desempeñan funciones estructurales y protectoras, además facilitan la 

adhesión celular y formación de biopelículas, siendo estas características 

particularmente útiles en distintas industrias biotecnológicas (Freitas et al., 2011). 

Desde el punto de vista genómico, la síntesis de estos compuestos está marcada 

por rutas metabólicas específicas, dentro de las cuales destacan las rutas Wzx/Wzy, 

ABC (ATP-binding cassette) y sintasa, siendo la primera la más estudiada en 

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

El proceso de síntesis en la vía Wzx/Wzy inicia con la activación de azúcares 

simples por medio de enzimas conocidas como glucosiltransferasas, las cuales 

transfieren residuos de azúcares activados a lípidos transportadores en la 

membrana citoplasmática. Seguidamente, proteínas transportadoras Wzx 

translocan las unidades repetidas de polisacáridos a través de la membrana, 

posteriormente, proteínas Wzy catalizan la polimerización de las unidades repetidas 

para formar cadenas largas de polisacáridos. Finalmente, los polisacáridos son 

liberados al exterior de la célula o en su caso, permanecen anclados a la membrana 

formando estructuras protectoras (Islam y Lam, 2014; Schmid et al., 2015; Whitfield, 

2006). 

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

por condiciones ambientales especificas o a través de modificaciones genéticas, lo 
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que resalta la importancia de un análisis detallado del genoma bacteriano en cepas 

de importancia biotecnológica con el fin de identificar y optimizar las rutas de síntesis 

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

 

2.9 Clasificación taxonómica y características generales del 

género Glutamicibacter 

 

El género Glutamicibacter, previamente clasificado como Arthrobacter, pertenece a 

la familia Micrococcaceae y al orden de los Actinomicetos (Busse, 2016). Se 

compone de bacterias aeróbicas, Gram positivas y catalasa-positivas, con una 

morfología celular variable que cambia de bacilos en cultivos jóvenes a formas 

cocoides en cultivos envejecidos, un fenómeno conocido como pleomorfismo 

(Karthik et al., 2023). Esta plasticidad fenotípica les confiere una gran adaptabilidad a 

diversas condiciones ambientales. El género incluye tan solo 13 especies validadas 

internacionalmente en la Lista Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature, 

siendo Glutamicibacter protophormiae la especie tipo (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 mamíferos, muestras clínicas y productos lácteos (Karthik et al., 2023; 

Monnet et al., 2010; Yamamoto et al., 2017). Su capacidad para colonizar estos nichos 

ecológicos se atribuye a su versatilidad nutricional y su resistencia a condiciones 

extremas de estrés ambiental, características típicas de los Actinomicetos (Das et 

al., 2020). Estas propiedades han despertado un creciente interés biotecnológico, 

particularmente en la producción de compuestos bioactivos con aplicaciones 

industriales y ambientales (Karthik et al., 2023). 
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2.10 Producción y regulación de exopolisacáridos en 

Glutamicibacter 

Los Actinomicetos representan uno de los grupos microbianos más importantes en 

la producción de metabolitos secundarios con aplicaciones biotecnológicas, 

destacándose por su producción de antibióticos, enzimas hidrolíticas, 

inmunosupresores y compuestos con propiedades antitumorales (János Bérdy, 2005; 

Qin et al., 2011).  En particular, el género Glutamicibacter ha sido identificado como 

un productor de exopolisacáridos (EPS) con actividades biológicas de interés, 

incluyendo propiedades antioxidantes, prebióticas y antiinflamatorias (Li et al., 2015; 

Xiong et al., 2020). Además, se ha reportado su capacidad para la biosorción de 

metales pesados, lo que lo hace un candidato prometedor para aplicaciones de 

biorremediación (Shuhong et al., 2014). 

A pesar de la creciente evidencia sobre la producción de EPS en Glutamicibacter, 

los estudios sobre su aplicación en procesos de emulsificación y estabilización de 

hidrocarburos son escasos. Mientras que otros Actinomicetos, como Rhodococcus 

y Gordonia, han sido ampliamente estudiados por su capacidad para producir 

biosurfactantes y bioemulsificantes (Mohammed et al., 2021; Ta-Chen et al., 2008), los 

estudios en Glutamicibacter son limitados. Esto representa una brecha en el 

conocimiento que podría explorarse para el desarrollo de nuevos agentes 

bioemulsificantes sostenibles. 

 

2.11  Aplicaciones biotecnológicas y potencial en 

biorremediación 

El interés en los EPS como agentes bioemulsificantes ha crecido significativamente 

debido a su capacidad para mejorar la biodisponibilidad de hidrocarburos en 

procesos de biorremediación (Ron y Rosenberg, 2001). Además, los EPS pueden 
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actuar como agentes en el tratamiento de aguas residuales, lo que amplía su campo 

de aplicación en la industria ambiental 

La exploración de EPS producidos por Glutamicibacter en entornos con alta 

salinidad y la evaluación de su estabilidad en estos medios podrían proporcionar 

información clave sobre su viabilidad en aplicaciones industriales. Si se confirma 

que estos EPS poseen actividad bioemulsificante y tolerancia a la salinidad, podrían 

representar una alternativa ecológica a los surfactantes sintéticos utilizados en la 

industria petrolera y en la remediación de ecosistemas contaminados (More et al., 

2014). 

 

2.12 Toxicidad de los tensoactivos sintéticos 

 

Los tensoactivos sintéticos o surfactantes actualmente se emplean en diversos 

procesos domésticos e industriales debido a sus diversas propiedades 

fisicoquímicas. Sus aplicaciones van desde la producción de detergentes 

industriales, pinturas, productos farmacéuticos, de aseo y cuidado personal, incluso 

son utilizados para ciertos procesos de recuperación de petróleo y en la minería 

(Collivignarelli et al., 2019; Moura et al., 2019; Ramprasad y Philip, 2016).  

Sin embargo, estos son considerados uno de los contaminantes emergentes más 

desafiantes de eliminar del medio ambiente, puesto que el uso desmedido y elevado 

de estos compuestos y sus derivados afectan directamente la dinámica natural de 

los microrganismos en el ambiente, alterando los ciclos biogeoquímicos, los 

procesos de crecimiento y reproducción de ciertos organismos (Badmus et al., 2021). 

Por ejemplo, el cloruro de benzalconio y el sulfonato de alquilbenceno lineal son 

comúnmente utilizados para la producción de detergentes y suavizantes de telas, 

así 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 liberación directa al 

ambiente (Bautista-Toledo et al., 2014; Camacho-Muñoz et al., 2014). Por ello, 

anteriormente se reportó que los tensoactivos sintéticos se encuentran en aguas 

superficiales y residuales en concentraciones que varían desde los 10 a más de 

1000 µg/L (X. Wang et al., 2023). Estos compuestos, por lo general aumentan la 

solubilidad de los contaminantes disponibles en el medio por lo que facilitan la 

eutrofización de los mantos acuíferos (Zanoletti et al., 2017), de igual forma, 

ocasionan un gran impacto bioquímico, patológico, fisiológico, entre otros, en 

organismos acuáticos y terrestres (Zhu et al., 2018). Se ha demostrado que estos 

compuestos provocan irritación en la piel y problemas respiratorios en organismos 

terrestres y disminuyen la resistencia al estrés ambiental en organismos acuáticos, 

afectando directamente en los procesos de crecimiento y reproducción de estos 

(Collivignarelli et al., 2019). 

Por ello, la toxicidad que presentan los tensoactivos sintéticos se ha convertido en 

una preocupación mundial, generado regulaciones gubernamentales sobre su 

producción, uso y eliminación, debido a su casi nula biodegradabilidad y alteración 

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

 

 

2.13 Estimulación de germinación en semillas  

 

El sector agrícola enfrenta el desafío de incrementar la producción de alimentos 

para abastecer a una población en constante crecimiento, la cual se estima 

alcanzará 9,700 millones de personas para el año 2050 (OCDE-FAO, 2024). Sin 

embargo, el uso intensivo de recursos naturales como agua, suelo, aire y energía 

en la agricultura genera una considerable huella ambiental. Por ello, es fundamental 

optimizar las prácticas agrícolas actuales mediante estrategias sostenibles que 

minimicen el impacto ambiental sin comprometer la productividad (Awika, 2011). 
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En este contexto, la estimulación de semillas ha surgido como una estrategia 

innovadora para promover la germinación, el desarrollo temprano de plántulas y su 

resistencia a condiciones ambientales adversas (Liu et al., 2023). Actualmente, 

existen diversos métodos de estimulación, entre los que destacan el uso de 

bioestimulantes, tratamientos físicos (radiación y ultrasonido), y la inoculación 

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 germinación y promover un crecimiento uniforme en los cultivos 

agrícolas. Además, han permitido reducir la dependencia de agroquímicos 

sintéticos, mejorando la absorción de nutrientes y favoreciendo el establecimiento 

exitoso de los cultivos, lo que en consecuencia ha minimizado el impacto ambiental 

del sector agrícola (Ruzzi et al., 2024). 

Entre estos enfoques, los bioestimulantes de origen microbiano han mostrado un 

notable potencial para mejorar la germinación, el crecimiento y la tolerancia de las 

plantas al estrés ambiental. Sus mecanismos de acción incluyen la solubilización de 

nutrientes esenciales, la modulación del microbiota del suelo y la inducción de 

respuestas de defensa en las plantas (Du Jardin, 2015; Rouphael y Colla, 2020). 

Además, se ha propuesto que la inoculación de compuestos microbianos podría 

favorecer la expresión de genes asociados a la tolerancia al estrés hídrico y salino, 

aumentando así 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 inmiscibles, facilitando la 

degradación de compuestos hidrofóbicos, como los hidrocarburos (Pacwa-

Płociniczak et al., 2016). Sin embargo, otros estudios han revelado que estos 

compuestos también pueden desempeñar un papel positivo en la promoción del 

crecimiento vegetal, otorgándoles un doble beneficio: contribuir tanto a la 

biorremediación ambiental como a la mejora del rendimiento agrícola (Dias y 

Nitschke, 2023; Sachdev y Cameotra, 2013). 
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JUSTIFICACIÓN 
 

El uso excesivo de tensoactivos sintéticos derivados de hidrocarburos se ha 

popularizado debido a su amplia gama de aplicaciones y bajos costos de 

producción. Sin embargo, su naturaleza genera impactos ambientales negativos, 

contribuyendo a la contaminación de ecosistemas y afectando el equilibrio 

ecológico. 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 ecológico. 

En este contexto, los exopolisacáridos (EPS) producidos por microorganismos 

como Glutamicibacter representan una solución prometedora. Estas biomoléculas 

con actividad biosurfactante (BS) y bioemulsificante (BE) no solo son capaces de 

sustituir a los tensoactivos convencionales, sino que además ofrecen ventajas 

significativas: son biodegradables, estables bajo condiciones extremas (altas 

temperaturas, salinidad y pH) y pueden ser utilizados en la remediación de sitios 

contaminados. Además de su papel en la remediación ambiental, estos EPS han 

demostrado ser inocuos para los organismos vivos y, en algunos casos, 

estimulantes para el crecimiento de las plantas, lo que amplía su potencial de 

aplicación en sectores como la agricultura sostenible. 

Es esencial también que estas biomoléculas puedan producirse en tiempos cortos 

y con medios de cultivo económicos, asegurando su viabilidad comercial y 

contribuyendo a una industria más respetuosa con el medio ambiente. Sin embargo, 

la producción de EPS está influenciada por las condiciones proporcionadas por el 

cultivo, es así como el uso de los cultivos sésiles promueve la formación de 

biopelículas, ofrecen un entorno favorable para la síntesis de compuestos más 

estables y en mayores cantidades, en comparación con los cultivos planctónicos. 
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Este estudio busca evaluar el efecto de las condiciones de cultivo en la síntesis de 

EPS bioemulsificantes estables producidos por Glutamicibacter sp. XHA18, una 

cepa halotolerante aislada de un cenote prístino en la península de Yucatán. La 

investigación no 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 escasez de estudios sobre la producción de EPS en el género 

Glutamicibacter, este trabajo aporta conocimiento clave para el desarrollo de 

alternativas sostenibles que combinen remediación ambiental, aplicaciones 

agrícolas y viabilidad industrial. 
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PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN  
 

¿Cómo influye la composición del medio de cultivo, así como las condiciones de 

cultivo sésil y planctónico en la producción y estabilidad de los metabolitos con 

actividad emulsificante producidos por Glutamicibacter sp. XHA18, y cuál es su 

potencial para aplicaciones biotecnológicas en entornos de alta salinidad? 

 

 

HIPÓTESIS  
 

La producción y estabilidad de exopolisacáridos (EPS) con actividad emulsificante 

por Glutamicibacter sp. XHA18 se ve favorecida bajo condiciones sésiles (formación 

de biopelícula) en comparación con condiciones planctónicas, y puede ser 

significativamente influenciada por factores fisicoquímicos del cultivo, tales como la 

fuente de carbono, nitrógeno, pH, velocidad de agitación y concentración salina. Se 

espera que la combinación de estas condiciones lleve a la síntesis de emulsificantes 

estables, con potencial aplicación en la biorremediación en ambientes extremos.  
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OBJETIVOS  

Objetivo general  

Evaluar la producción e identificar los metabolitos con actividad emulsificante 

producidos por Glutamicibacter sp. (XHA18) en cultivos sésiles y planctónicos, así 

como analizar su estabilidad y seguridad para su potencial aplicación industrial 

Objetivos específicos  

 Evaluar el efecto de los sustratos y los parámetros ambientales sobre la 

producción y estabilidad de metabolitos con actividad emulsificante por 

Glutamicibacter sp. XHA18, comparando condiciones de cultivos sésiles y 

planctónicos. 

 Analizar las propiedades de los metabolitos responsables de la actividad 

emulsificante de Glutamicibacter sp. XHA18 producidos en condiciones de 

cultivos sésiles y planctónicos. 

 Identificar y caracterizar preliminarmente los compuestos responsables de la 

actividad emulsificante producidos por Glutamicibacter sp. XHA18. 

 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 CAPITULO III: METODOLOGÍA 
 

3.1 Selección de cepa  

 

De un estudio previo, se aislaron cepas halotolerantes provenientes de dos cenotes 

prístinos de la península de Yucatán, México. Estas cepas fueron seleccionadas por 

su capacidad para producir compuestos biosurfactantes y bioemulsificantes 

estables frente a condiciones salinas (De La Rosa-García et al., 2007). Entre estas 

cepas se encuentra XHA18, cuya identificación taxonómica preliminar, basada en la 

secuenciación del gen 16S rDNA y análisis mediante el servidor BLAST, la ubicó 

como Paenibacillus sp. (Maldonado-Desena et al., 2022). Este análisis se realizó a 

través del alineamiento de secuencias contra la base de datos del GenBank, 

siguiendo los criterios estándar de homología genética. (Sayers et al., 2024). 

Particularmente, esta cepa se seleccionó debido a su alto porcentaje de 

emulsificación y por ser capaz de mantener la estabilidad de estas emulsificaciones 

frente a condiciones de salinidad (Maldonado-Desena et al., 2022). El cultivo se 

encuentra en condiciones de ultracongelación en TSA (Agar Soya Tripticaseína; MCD 

LAB®) + glicerol (REACTIVO BAKER®ACS) al 15% a −80 °C en el Laboratorio de 

Microbiología Aplicada de la Universidad Juárez Autónoma de Tabasco.  

 

3.2 Caracterización morfológica y bioquímica de XHA18  

Para evaluar la morfología de la cepa XHA18, esta se reactivó en placas de TSA a 

una temperatura de 35 °C, después de 24 h de incubación se registraron 

características como tamaño, color, textura y forma de las colonias mediante 

microscopía óptica y tinción de Gram. 

Adicionalmente, se llevaron a cabo pruebas bioquímicas para determinar la 

actividad metabólica de la cepa, como la presencia de la enzima catalasa, utilizando 

peróxido de hidrógeno al 1% y la capacidad de utilizar citrato como única fuente de 
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carbono mediante la prueba de Simmons. Asimismo, se analizó su capacidad de 

hidrólisis de macromoléculas como almidón, lecitina, caseína y urea, siguiendo las 

metodologías descritas por MacFaddin (2000). 

 

3.3 Análisis genómico 

 

3.3.1 Extracción de ADN bacteriano 

 

Con el fin de identificar taxonómica y filogenéticamente a la cepa de estudio, se 

extrajo el ADN bacteriano de XHA18. Para ello, se tomó una colonia bacteriana para 

su inoculación en 5 mL de medio Luria-Bertani (LB, Sigma-Aldrich). La cepa se 

incubó a 36 °C con agitación constante a 150 rpm por un período de 48 horas. 

Posteriormente, se realizó una centrifugación a 6000 RPM durante 5 minutos, 

eliminando el sobrenadante. El pellet bacteriano fue resuspendido en 300 µL de 

buffer de lisis AL del kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen), al cual se añadieron 5 

µL 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 µL adicionales de 

buffer AL y se mantuvo la incubación bajo las mismas condiciones durante 10 

minutos más. Siguiendo las indicaciones del fabricante, el ADN se recuperó en 60 

µL de buffer de elución AE. Para verificar su integridad, se emplearon 2 µL del ADN 

eluido en una electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, mientras que su 

cuantificación se llevó a cabo mediante espectrofotometría UV-Vis en un 

NanoDrop™ Lite (Thermo Scientific™), considerando un índice de absorbancia 

260/280 nm como criterio de calidad. La extracción del ADN bacteriano fue realizada 

por la Maestra Verónica García Fajardo en El Colegio de la Frontera Sur, 

Departamento de Ciencias de la Sustentabilidad, Laboratorio de Biotecnología 

Ambiental y Agroecológica. 

Se utilizaron los protocolos sugeridos por PacBio® barcoded multiplexed library 

preparation para la preparación de las bibliotecas. Para la secuenciación se utilizó 
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la plataforma PacBio® Sequel II 8M SMRT Cell Run, en modo HiFi dejando correr 

la película 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 ensambló el genoma con el software Canu 

versión 2.2 (Koren et al., 2017). 

 

3.3.2  Anotación del genoma 

 

Se utilizaron dos diferentes herramientas bioinformáticas de anotación genómica 

para identificar las secuencias codificantes de XHA18: a) RAST (Rapid Annotation 

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

Prokka (Prokaryotic Karyotype Annotator, versión 1.14.6)  

 

3.3.3 Análisis filogenético 

 

El análisis filogenético de la cepa XHA18 que originalmente se encontraba 

clasificada como un miembro del género Paenibacillus con número de acceso 

ON600579 al GenBank (Maldonado-Desena et al., 2022), experimentó un cambio en 

su clasificación debido a un análisis más detallado que incluyó la secuenciación de 

su genoma. El genoma ensamblado se cargó a la plataforma bioinformática gratuita: 

Type (Strain) Genome Server (TYGS) disponible en https://tygs.dsmz.de para 

realizar un análisis taxonómico más robusto basándose en el genoma completo 

(Meier-Kolthoff y Göker, 2019). La nomenclatura, sinonimia y la literatura taxonómica 

asociada fue proporcionada por la “List of Prokaryotic names with Standing in 

Nomenclature” (LPSN) disponible en https://lpsn.dsmz.de (Meier-Kolthoff et al., 2022). 

Los resultados para la identificación taxonómica de XHA18 se obtuvieron de TYGS 

el 13 de febrero de 2023. El análisis de TYGS se realizó en múltiples secciones, las 

cuales incluyeron:  
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a) La determinación de cepas tipo estrechamente relacionadas. Esta sección se 

realizó 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. Además, se realizó una aproximación de la 

relación intergenómica (Ondov et al., 2016) y se ubicaron las diez cepas tipo con las 

distancias MASH más pequeñas elegidas manualmente. El segundo paso para esta 

sección fue ubicar las cepas tipo estrechamente relacionadas mediante la 

secuenciación del gen 16S rRNA, el cual fue extraído de los datos genómicos 

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 tipo que mejor coincidían (teniendo en cuenta la 

puntuación de bits). Para calcular las distancias precisas, se utilizó el enfoque de 

filogenia a distancia (GBDP) según el algoritmo de cobertura y la fórmula de 

distancia d5 (Meier-Kolthoff et al., 2013); finalmente, estas distancias se utilizaron para 

determinar los 10 genomas tipo más cercanos a XHA18.  

b) Comparación por pares de secuencias del genoma. En esta sección, para la 

inferencia filogenómica, las comparaciones resultantes por pares entre los genomas 

se realizaron usando GBDP y las distancias intergenómicas precisas inferidas por 

el algoritmo 'trimming' y la fórmula de distancia d5. Los valores de DDH y los 

intervalos de confianza se obtuvieron mediante la configuración recomendada del 

GGDC 3.0 (Meier-Kolthoff et al., 2013, 2022).  

c) Interferencia filogenética. En esta sección, se utilizaron las distancias inter-

genómicas para deducir un árbol filogenético equilibrado a través de FASTME 

2.1.6.1. (Lefort et al., 2015) El árbol fue visualizado con PhyD3 (Kreft et al., 2017).  

d) Agrupación de especies y subespecies tipo. Esta última sección incluyó la 

agrupación 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 proteínas involucradas en el metabolismo de 
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XHA18, se realizó una búsqueda en la base de datos de dbCAN disponible en 

https://bcb.unl.edu/dbCAN2/ 

 

3.4 Cinética de producción de compuestos tensoactivos 

 

Para determinar cuál es el tiempo de mayor actividad emulsificante de la cepa 

XHA18 en cultivo sésil, se inocularon botellas Duran que contenían el medio 

agarizado EPD (Extracto de Levadura (3003-E DIBICO®) 1.0 g/L, Peptona 

Bacteriológica (MCD LAB®) 5.0 g/L y Dextrosa Anhidra (CTR Scientific®) 30.0 g/L), 

modificado de Busse (2016b). El inóculo se preparó ajustando la cepa de trabajo a 

una densidad óptica (DO) de 0.590 a una longitud de onda de 550 nm. 

Posteriormente, se incubó durante 96 h en un sistema rotatorio con un agitador de 

rodillos para frascos/tubos (Mod. 88881003 Thermo Scientific™) a 7 número 

rotaciones por minuto (NRPM) a 35 °C. 

En paralelo, para los cultivos planctónicos, se 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. 

SHKE6000 MaxQ™ 6000 Thermo Scientific™) a 35 °C durante 96 h (Maldonado-

Desena et al., 2022). Durante este periodo, se realizó 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 centrífuga refrigerada (Mod. NU-C200R NUAIRE®), obteniendo 

sobrenadantes libres de células (SLC). La capacidad tensioactiva de la cepa se 

evaluó como se describe en las secciones 3.5 y 3.6. Este experimento se realizó 

por triplicado para cada SLC. 
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3.5 Actividad emulsificante 

 

El índice de emulsificación (IE24) es una técnica comúnmente utilizada para conocer 

la capacidad emulsificante de un compuesto. Para tal efecto, se mezclaron en un 

tubo de ensayo 2 mL de SLC de XHA18 y 2 mL de diésel, el cual funge como un 

sustrato hidrófobo, posteriormente este fue agitado vigorosamente con vortex (Mod. 

SI-0236 Vortex-Genie II Mixer) durante 2 min. La emulsión resultante se dejó reposar 

en completa obscuridad durante 24 h, pasado este tiempo el IE24 fue definido como 

la altura de la emulsificación dividida por la altura total expresada como un valor 

porcentual aplicando la ecuación 1 (Cooper y Goldenberg, 1987). Se consideraron 

emulsificaciones estables cuando estas mantuvieron el tamaño de las micelas 

pequeñas y el mismo índice de emulsificación luego de un mes. Cada prueba se 

realizó por triplicado para cada SLC y se reportó en porcentaje de emulsificación.  

 

𝐼𝐸24  =
Altura de la capa emulsificada (mm)

Altura total de la columna del liquido (mm)
×  100  

 

 

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 µL de aceite 

mineral. Posteriormente, fueron colocados 5 µL del SLC de la cepa para formar una 

gota sobre la capa de aceite, un minuto después estas fueron evaluadas 

visualmente observando el tamaño y la morfología de la gota. Este experimento fue 

corrido por octuplicado para cada SLC y se reportó en mm. 

Ecuación 1 

 

Ecuación 1 
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3.7 Evaluación del efecto de los sustratos en el medio y las 

condiciones ambientales de cultivo 

 

Con el objetivo de evaluar la influencia de distintos sustratos del medio en la 

producción y estabilidad de compuestos emulsificantes, se aplicó un diseño factorial 

que incluyó 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 producción de compuestos 

tensoactivos, ya que fungen como fuente de carbono y nitrógeno (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 g, 2.5 g, 5 g, 7.5 

g y 10 g) y extracto de levadura (0 g, 0.5 g, 1 g, 1.5 g y 2 g) bajo condiciones 

planctónicas y sésiles, las cuales fueron evaluadas al tiempo de mayor producción 

de compuestos tensoactivos. De igual modo, se realizó un diseño factorial para 

evaluar las condiciones ambientales de cultivo, las variables evaluadas en este 

diseño fueron el pH (5.60, 6.60, 7.60 y 8.60), velocidad de agitación (sésil: 4,7 y 10 

NRPM, planctónico: 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 producción de estos 

compuestos, puesto que permiten la oxigenación del medio.  Todos los 

experimentos se evaluaron por triplicado bajos las distintas condiciones de cultivo 

utilizando diésel como sustrato hidrófobo para las pruebas descritas anteriormente 

en las secciones 3.5 y 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 hidrofóbicos (Hidrocarburos/aceites) 

contra el SLC de HXA18. Se utilizaron los siguientes sustratos: aceite de motor 

nuevo, aceite de motor quemado, diésel, petróleo, hexadecano, hexano y xileno, 
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estos sustratos se seleccionaron de acuerdo con (Dastgheib et al., 2007; Suresh Kumar 

et al., 2007; Gudiña et al., 2015). La capacidad tensoactiva se evaluó mediante una 

versión modificada del protocolo de (Cooper y Goldenberg, 1987), para ello, se mezcló 

(1:1) el SLC y los diferentes sustratos en tubos de ensayo, la mezcla se agitó 

durante dos minutos a velocidad alta utilizando un vortex (Vortex-Genie II Mixer SI-

0236). Seguidamente, los tubos mezclados se dejaron reposar en completa 

obscuridad a temperatura ambiente durante 24 h. Pasado este tiempo se midió la 

actividad emulsificante para cada sustrato. 

3.9 Estabilidad de la actividad tensoactiva en condiciones de 

salinidad  

 

Para verificar la estabilidad de los compuestos producidos por la cepa XHA18 en 

condiciones de salinidad, los SLC 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 tensoactiva como se describe en las 

secciones 3.5 y 3.6. 

 

3.10  Purificación de los compuestos con actividad 

tensoactiva 

 

A partir de las condiciones que mostraron resultados representativos en términos de 

actividad tensoactiva, se llevó a cabo la purificación de los compuestos de alto y 

bajo peso molecular, siguiendo los procedimientos detallados en esta sección. 

3.10.1 Compuestos de alto peso molecular 

 

Siguiendo el protocolo de (Cerning et al., 1994)  con pequeñas modificaciones, se 

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

30 min, seguidamente se mantuvo la temperatura de los SLC a 100 °C durante 15 
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min. Con el fin de inactivar las enzimas que degradan a estos tipos compuestos, 

una vez enfriados los SLC, se añadieron lentamente tres volúmenes de etanol 

previamente enfriado a −80 °C a cada uno de estos y se dejaron en agitación 

constante durante 72 h para precipitar a los tensoactivos presentes. Pasado este 

tiempo, cada solución etanólica se centrifugó 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 último, la solución disuelta se 

dializó durante 72 h mediante una membrana de diálisis Spectra/Por (Spectrum®) 

de 12 a 14 KDa. El concentrado recuperado de la diálisis se liofilizó y se pesó para 

conocer el rendimiento obtenido. 

 

3.10.2 Compuestos de bajo peso molecular 

 

Para la extracción de los compuestos de bajo peso molecular producidos por la cepa 

XHA18, al tiempo de mayor producción de los tensoactivos en las diferentes 

condiciones de cultivo (sésiles y planctónicas) se obtuvo el SLC por centrifugación 

del cultivo a 3500 RPM a 4 °C durante 30 min. El SLC fue ajustado a pH 2 con HCl 

6 M, el cual fue dejado en agitación por 24 h a 4 °C. Posterior a ello, el SLC ajustado 

nuevamente fue centrifugado a 3500 RPM durante 30 min; el precipitado se congeló 

y liofilizó obteniendo así el extracto crudo, y este se pesó para conocer el 

rendimiento obtenido (Smyth et al., 2010). 

 

3.11  Caracterización de compuestos tensoactivos de bajo 

peso molecular  

 

3.11.1 Cromatografía de capa fina  

Los extractos crudos obtenidos se eluyeron en placas de cromatografía de capa fina 

(CCF) con el fin de ubicar el factor de retención (Rf: distancia recorrida por el 
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compuesto entre la distancia recorrida por el disolvente) de los metabolitos con 

actividad superficial. Para ello, 200 µg del extracto crudo se disolvieron en metanol 

y se aplicaron en placas de base de aluminio impregnadas con 0.2 mm de sílica Gel 

60F254, posteriormente las placas se eluyeron en un sistema de disolventes: 

butanol: metanol: agua (nBuOH:MeOH:H2O, 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 determinación de fosfolípidos, y la 

tercera con solución de Molish para los carbohidratos (Das et al., 2008; Burgos-Díaz 

et al., 2011). 

 

3.12  Caracterización de compuestos tensoactivos de alto 

peso molecular  

3.12.1 Espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier  

 

Para determinar los grupos funcionales del compuesto purificado se utilizó el 

método estandarizado infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR). Para ello, 2 

mg del extracto purificado se mezclaron con bromuro de potasio y se prensaron 

hasta crear una pastilla, esta se analizó con un espectrómetro infrarrojo acoplado 

con transformada de Fourier (FT-IR), (Nicolet iS50, Thermo Fisher Scientífic), en 

modo de absorbancia y en la región infrarrojo medio, a una longitud de 3700-500 

cm-1. Los espectros se adquirieron con 32 scans mediante una resolución de 16 cm 

(Gudiña et al., 2016). 

 

3.12.2  Espectroscopía ultravioleta-visible y reflectancia difusa 

 

 Las propiedades ópticas del emulsificante purificado se midieron mediante 

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

utilizando Ba2SO4 como referencia.  

 

3.12.3 Difracción de rayos X  

 

La estructura cristalina del compuesto purificado de Glutamicibacter sp. XHA18 se 

analizó mediante difracción de rayos X (DRX). Para ello, se utilizó un difractómetro 

D8 Advance (Bruker AXS) equipado con un detector LynxEye y radiación Cu-Kα (λ 

= 1.5418 Å), operando en geometría Bragg-Brentano. Los parámetros de 

adquisición incluyeron un tamaño de paso de 0.02°, un tiempo de integración de 5 

s y un intervalo de barrido de 10° ≤ 2θ ≤ 90°. 

 

3.12.4 Microscopía electrónica de barrido y espectroscopía de 

energía dispersiva 

 

La estructura microscópica y las propiedades superficiales del emulsificante 

purificado se analizaron mediante microscopía electrónica de barrido y 

espectroscopía de energía dispersiva. Para ello, se depositaron 5 mg del compuesto 

purificado sobre una cinta de carbono y se recubrieron con una fina capa de oro 

mediante pulverización catódica. Posteriormente, las muestras fueron observadas 

utilizando un microscopio electrónico de barrido de alta resolución (MEB-AR, JEOL 

JSM-7600F, JEOL Ltd., Tokyo, Japan). Las imágenes se adquirieron a aumentos de 

200x y 500x para evaluar la morfología y la distribución de las estructuras del 

compuesto. La composición elemental se determinó mediante análisis de energía 

dispersiva. 
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3.12.5 Potencial Z 

 

Con el fin de determinar la carga superficial del compuesto purificado, se realizó la 

medición de potencial zeta utilizando un analizador de tamaño de partícula Zetasizer 

(Malvern Instruments, modelo ZS). Para ello se empleó una celda capilar DTS de 

0.75 mL con electrodos en ambos extremos. La muestra se preparó a una 

concentración de 0.5 mg/mL utilizando agua desionizada como medio dispersante 

y fue analizada por triplicado. 

 

3.13 Pruebas toxicológicas en Artemia salina  

 

Se realizó la prueba de ecotoxicidad aguda del tensoactivo purificado en nauplios 

de Artemia salina, puesto que es un organismo comúnmente utilizado para las 

pruebas toxicológicas, debido a su corto tiempo de vida, facilidad de cultivo, alta 

disponibilidad, bajo costo y, además, no se requieren grandes cantidades del 

compuesto a evaluar (Libralato, 2014; Libralato 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 solución de agua de mar al 3.5% estéril durante una hora con 

aireación continua. Seguidamente, los quistes se desencapsularon con una solución 

de hipoclorito de sodio al 50% durante 30 s; posteriormente, se lavaron tres veces 

con agua destilada estéril para eliminar los residuos del hipoclorito. Los quistes 

lavados se depositaron en un envase cónico de 2 L en solución de agua marina al 

3.5% durante 24 h a temperatura ambiente y aireación continua. Una vez obtenidos 

los nauplios, el ensayo de toxicidad se realizó en microplacas de 12 pozos en la 

cual se aplicaron 2 mL del tensoactivo purificado a diferentes concentraciones (125, 

100, 75, 50 y 25 µg/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 contabilizó el número de nauplios vivos (aquellos que mostraron un nado libre 

activo), y la mortalidad fue calculada utilizando la fórmula de Abbot la cual se 
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muestra en la ecuación 2. Siguiendo las directrices de la OECD (2004), se utilizó 

como control negativo una solución de agua de mar al 3.5% mientras que para el 

control positivo se utilizó dicromato de potasio en diferentes concentraciones (60, 

30 y 15 µg/L). Este experimento se realizó por triplicado para cada concentración 

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

 

 %M = (𝑥 − 𝑦) × 100  

 

%M = Porcentaje de mortalidad 

𝑥 = Nauplios totales en el tratamiento 

𝑦 = Nauplios muertos en el tratamient 

 

Con los datos de mortalidad, junto con su control positivo, se calcularon la 

desviación estándar y la regresión lineal (R²). Los datos fueron comparados 

mediante Excel y se determinó la concentración letal media (CL50) utilizando el 

software StarGraphic y un análisis Probit. 

 

3.14 Ensayo de toxicidad y estimulación en semillas de 

Cucumis sativus  

 

Según las directrices establecidas por la OECD, EPA y la FDA, las semillas de 

Cucumis sativus son comúnmente utilizadas en ensayos de fitotoxicidad, ya que se 

ha reportado que presentan una mayor sensibilidad en comparación con otros 

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

Para este ensayo, se siguió la metodología modificada de (Doğaroğlu y Köleli, 2017) 

utilizando el SLC obtenido de XHA18 y semillas comerciales de C. sativus Vita®. Las 

semillas fueron previamente desinfectadas con una solución de hipoclorito de sodio 

al 3% durante 10 minutos y posteriormente enjuagadas con agua destilada estéril. 

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

 Ecuación 2 

 

 

 Ecuación 2 
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equidistante en cajas cuadradas de 10 × 10 cm, las cuales contenían papel 

absorbente (Scott SHOP) humedecido con 7 mL del tratamiento a evaluar. El 

tratamiento consistió en un sistema de SLC:Agua en diferentes proporciones (1:6 y 

6:1). Como control positivo, se empleó agua destilada estéril. Las cajas fueron 

incubadas en oscuridad total a 23 °C durante 5 días, y cada tratamiento se realizó 

por triplicado. Al finalizar la incubación, se determinó el porcentaje de germinación 

(%G), el índice de germinación normalizado (IGN) y el índice de elongación residual 

(IER) del tallo y la raíz de cada tratamiento, mediante el cálculo de los siguientes 

parámetros:  

(%𝐺) =
𝑁𝑆𝐺𝑇

𝑁𝑆𝐸𝑇
 × 100 

NSGT = Número de semillas germinadas en el tratamiento 

NSET = Número de semillas evaluadas en el tratamiento 

 

(𝐼𝐺𝑁) =
%𝑃𝑆𝐺𝑇 − %𝑃𝑆𝐺𝐶

%𝑃𝑆𝐺𝐶
  

  

%PSGT = % promedio de semillas germinadas en el tratamiento 

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

 

(𝐼𝐸𝑅) =
𝐶𝑃𝑆𝐺𝑇 −  𝐶𝑃𝑆𝐺𝐶

𝐶𝑃𝑆𝐺𝐶
 

CPSGT = Crecimiento promedio de semillas germinadas en el tratamiento 

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

Estos cálculos se realizaron de acuerdo con metodologías descritas en estudios 

previos  (Bagur-González et al., 2011; Doğaroğlu y Köleli, 2017). 

 

 

Ecuación 3  

 

Ecuación 3  

Ecuación 4

  

 

Ecuación 4

  

Ecuación 5

  

 

Ecuación 5
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3.15  Análisis estadístico  

 

Para comparar los datos obtenidos de los triplicados de la actividad y estabilidad 

emulsificante de XHA18 producidos en las diferentes condiciones de cultivo, se 

verificó que los datos cumplieran con los postulados de normalidad y 

homocedasticidad, utilizando los coeficientes estandarizados de sesgo y curtosis, 

así como la prueba de Levene, respectivamente. Para determinar si existían 

diferencias estadísticas entre las variables, se empleó un Análisis de Varianza 

(ANDEVA). Posteriormente, se aplicó un contraste múltiple de rangos de Tukey para 

identificar las diferencias específicas entre los tratamientos. Para los datos que no 

cumplieron con los supuestos de la estadística paramétrica, se utilizó un contraste 

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

Todos los análisis estadísticos se realizaron utilizando el software Statgraphics 

Centurion v 19.0, con un nivel de confianza del 95%. Los análisis gráficos se 

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

4.1 Caracterización morfológica, fisiológica y bioquímica de 

XHA18  

 

La bacteria XHA18, cuando se cultiva en placas de TSA, se caracteriza por la 

formación de pequeñas colonias lisas de color amarillo claro, especialmente cuando 

se cultiva en ausencia de luz. Sin embargo, es importante destacar que la 

morfología de esta cepa puede variar, a esto se le conoce como pleomorfismo, y 

está sujeto a las condiciones de cultivo y al tiempo de incubación. El pleomorfismo 

observado en la cepa XHA18 se manifiesta en algunas condiciones de cultivo 

(iluminación) y después de un cierto período de incubación, las células pueden 

presentar una disposición en diplobacilos (Fig. 4.1 a), dentro de las primeras 24 h 

de incubación mientras que pasadas las 72 h de incubación pueden agruparse en 

diplococos (Fig. 4.1 b). Siendo esto un rasgo común dentro del género 

Glutamicibacter. En cuanto a pruebas bioquímicas, la cepa XHA18 es positiva para 

la hidrólisis de catalasa y citrato de Simmons, pero es incapaz de hidrolizar el 

almidón, la lecitina, caseína y la urea, con una tolerancia a la sal del 7.5%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

a) 

Figura 4.1. Representación del pleomorfismo observado en la cepa XHA18. a) células 
en disposición de diplobacilos y b) células en disposición de diplococos 

b) 
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Figura 4.2 Árbol filogenético generado a partir de secuencias del gen 16S rRNA. Las longitudes de 

las ramas se escalan en términos de la fórmula de distancia GBDP d5. Los números sobre las ramas son 
valores de soporte de pseudo-bootstrap de GBDP > 60 % de 100 replicaciones, con un soporte de rama 
promedio del 76.8 %. 

4.2 Ensamblaje y análisis genómico de cepa XHA18 

 

El análisis genómico de Glutamicibacter sp. XHA18 reveló que la cepa posee un 

genoma de 3,212,149 pb, ensamblado en un único contig. El contenido de G+C fue 

del 63.4% similar a otras especies del género Glutamicibacter.  Para determinar la 

relación filogenética de XHA18 con otras especies del género, se realizaron dos 

análisis filogenéticos basados en la secuenciación del gen 16S rRNA y en el genoma 

completo (Fig. 4.2 y 4.3). El árbol filogenético construido con la secuencia del gen 

16S rRNA muestra que la cepa XHA18 se agrupa dentro del género Glutamicibacter, 

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

 

 

 

 

 

 

 

  

    

 

El análisis del genoma completo confirmó esta observación, 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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Además, el análisis de clustering filogenético reveló que XHA18 se ubicó en tres de 

los 11 grupos de especies y en tres de los 11 grupos de subespecies, lo que sugiere 

que podría tratarse de una potencial nueva especie dentro del género 

Glutamicibacter. La comparación con especies de referencia como Glutamicibacter 

protophormiae, G. mysorens y G. arilaitensis mostró similitudes en cuanto al tamaño 

del genoma y número de proteínas codificadas, pero diferencias significativas en su 

composición genómica.  

  

Desde un punto de vista funcional, el análisis de rutas metabólicas identificó dos de 

las cuatro vías principales asociadas a la biosíntesis de polisacáridos: la vía 

dependiente de Wzx/Wzy y la vía dependiente de transportadores ABC. Estos 

hallazgos sugieren que XHA18 posee la capacidad genética para la producción de 

compuestos emulsificantes, lo que concuerda con los resultados experimentales 

obtenidos en este estudio. Adicionalmente, el análisis en la plataforma dbCAN 

reveló que XHA18 codifica 158 enzimas activas de carbohidratos (CAZymes), 

dentro de las cuales se identificaron glicosil hidrolasas (GH), esterasa de 

carbohidratos (CE), proteínas de unión a carbohidratos (CBM) y glicosiltransferasas 

(GT). Este último grupo está estrechamente relacionado con proteínas flippasas 

Figura 4.3. Árbol filogenético generado a partir de secuencias del genoma. Las longitudes de las 

ramas se escalan en términos de la fórmula de distancia GBDP d5. Los números 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 %. 
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(Wzx) y polimerasas (Wzy), esenciales para el ensamblaje, polimerización y 

transporte de metabolitos fuera de la membrana celular. Además, las GT también 

participan en la síntesis de compuestos emulsificantes a través de la vía 

dependiente de transportadores ABC, donde, en lugar de Wzx y Wzy, se utilizan 

proteínas periplasmáticas de la familia polisacáridos copolimerasas (CPC) y 

proteínas de exportación de polisacáridos de la membrana externa (OPX). 

 

 

4.3 Cinética de la actividad emulsificante 

 

Durante el seguimiento de la evolución de la actividad emulsificante de 

Glutamicibacter sp. XHA18 bajo la condición de cultivo planctónico (Fig. 4.4 línea 

gris) se observó un aumento progresivo en el índice de emulsificación (IE24), 

alcanzando un valor máximo de 60.09 ± 1.83 mm a las 96 h de incubación. Después 

de este periodo, no se observó ningún aumento significativo en la actividad. En 

contraste, cuando la bacteria se cultiva en condición sésil, donde se favorece la 

formación de biopelícula (Fig. 4.4 línea verde), la actividad emulsificante se observa 

desde las 24 h de incubación, alcanzando un IE24 máximo de 62.09 ± 1.24 %, el 

cual se mantuvo constante, con emulsificaciones estables, sin diferencias 

estadísticamente significativas hasta las 96 h.  
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4.4 Efecto de los sustratos en la producción y estabilidad de 

compuestos emulsificantes 

 

Para definir como influyen los distintos componentes del medio en la producción y 

estabilidad de los metabolitos con actividad tensoactiva, se evaluaron diferentes 

concentraciones de dextrosa, peptona y extracto de levadura. Estos sustratos, 

además de ser fuentes esenciales de carbono, nitrógeno y micronutrientes, 

demostraron influir significativamente en la producción y estabilidad del compuesto 

emulsificante sintetizado por Glutamicibacter sp. XHA18, particularmente bajo 

condiciones de cultivo sésil. 

 

 

Figura 4.4. Cinética de emulsificación en cultivos sésiles y planctónicos de Glutamicibacter sp. 
XHA18. En el eje de las “X” se muestran los tiempos en horas que fueron evaluados. En el eje de las “Y” 
se muestran los valores promedio ± D.E. del índice de emulsificación (IE24) obtenido en cada tipo de cultivo. 
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4.4.1 Dextrosa 

 

El análisis de varianza evidenció diferencias estadísticamente significativas entre 

las concentraciones evaluadas (p > 0.05). Tras comparar las medias de los 

tratamientos mediante la prueba de Tukey se evidenció que la concentración de 1% 

de dextrosa resultó en la mayor actividad emulsificante, con un promedio de IE24 de 

60.06 ± 1.56%. No obstante, más allá del valor máximo alcanzado, la estabilidad de 

la emulsificación a lo largo del tiempo fue un criterio decisivo para este trabajo. El 

monitoreo posterior demostró que las emulsiones generadas con 1.0% de dextrosa 

se mantuvieron estables durante más de un mes, lo que confirmó que esta 

concentración es la más adecuada tanto en la eficiencia como en la persistencia de 

la emulsificación en la condición de cultivo planctónico.   

En el cultivo sésil, las diferencias significativas entre las concentraciones evaluadas 

(p > 0.05), resaltan nuevamente la importancia de evaluar los componentes 

relacionados con la producción de compuestos bioactivos. En esta condición de 

cultivo, la concentración de 1.0% de dextrosa resultó ser la más adecuada, al 

alcanzar una actividad emulsificante promedio de 60.06 ± 1.56%, además de 

mantener una alta estabilidad a lo largo del tiempo. La comparación entre ambos 

tipos de cultivo en función de esta variable se presenta en la figura 4.5.  

 

 

 

 

 

 

 

 

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico



 
 
 

 

 
48 

Universidad Juárez Autónoma de Tabasco 
División Académica de Ciencias Biológicas 

 

4.4.2 Peptona 

 

La adición de la peptona en el medio tuvo un efecto en la actividad emulsificante, 

se observó que a medida que aumenta la concentración de peptona, también lo hizo 

la emulsificación, alcanzando su punto máximo a la adición de 5.0 g/L. Sin embargo, 

después de esta concentración se observó una disminución en la actividad. En 

condiciones de cultivo planctónico, la mayor actividad emulsificante se obtiene con 

la adición de 5.0 g/L, alcanzando un valor promedio de IE24 de 53.06 ± 1.60%. No 

obstante, el seguimiento de la estabilidad mostró que las emulsiones generadas con 

2.5 g/L de peptona fueron más estables a lo largo del tiempo, por lo que 

consideramos esta concentración como la más adecuada en esta condición. 

 

Figura 4.5. Efecto de la dextrosa en la actividad emulsificante de Glutamicibacter sp. XHA18 en 
cultivos sésiles y planctónicos. 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 índice de emulsificación (IE24) obtenido en 
cada nivel/concentración. Letras diferentes indican diferencias estadísticamente 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 emulsificante 
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Un comportamiento similar se observó bajo condiciones sésiles. En este caso, el 

análisis de varianza confirmo diferencias estadísticamente significativas (p < 0.05) 

entre las concentraciones probadas. En esta condición, la mayor producción y 

estabilidad del compuesto emulsificante también se alcanzaron con 2.5 g/L de 

peptona, registrando un IE₂₄ promedio de 60.77 ± 1.17%. La comparación de esta 

variable entre ambos tipos de cultivo se presenta en la figura 4.6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4.3 Extracto de levadura  

 

La adición 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 planctónico. El análisis de varianza mostró diferencias estadísticamente 

significativas entre las concentraciones evaluadas (p < 0.05), identificando que la 

Figura 4.6. Efecto de la peptona en la actividad emulsificante de Glutamicibacter sp. XHA18 en cultivos 
sésiles y planctónicos. En el eje de las “X” se muestran los niveles/concentraciones de peptona. En el eje 

de las “Y” se muestran los valores promedio ± D.E. del índice de emulsificación (IE24) obtenido en cada 
nivel/concentración. Letras diferentes indican diferencias estadísticamente 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 emulsificante 
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adicción de 1.5 g/L como la más eficiente con un valor promedio de IE₂₄ de 53.18 ± 

3.56%, además de mantener una emulsificación estable en el tiempo. 

  

En el cultivo sésil, aunque también se observaron diferencias significativas entre las 

concentraciones evaluadas (p < 0.05), la mayor actividad y estabilidad emulsificante 

se alcanzó con 2.0 g/L de extracto de levadura, con un IE₂₄ ligeramente superior al 

obtenido en las demás concentraciones. Cabe destacar que el comportamiento en 

ambos cultivos evidenció un aumento progresivo en la actividad emulsificante con 

el incremento de la concentración de extracto de levadura, hasta alcanzar la 

emulsificación más alta, a partir del cual se observó una disminución en la condición 

de cultivo planctónico. La comparación 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 condición sésil. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.7. Efecto del extracto de levadura en la actividad emulsificante de Glutamicibacter sp. XHA18 en 
cultivos sésiles y planctónicos. 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 índice de emulsificación (IE₄₄) 
obtenido en cada nivel/concentración. Letras diferentes indican diferencias estadísticamente 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 emulsificante 
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4.5 Efecto de las condiciones ambientales en la producción y 

estabilidad de compuestos emulsificantes  

 

Los resultados obtenidos demostraron que las condiciones evaluadas (agitación, pH 

y salinidad) influyen de manera directa en la producción y estabilidad de las 

moléculas con actividad tensoactiva. En particular, se observó que ciertas 

combinaciones de estos factores favorecen la producción del compuesto, mientras 

que otras pueden llegar a inhibir completamente su síntesis o afectar su estabilidad 

a lo largo del tiempo. Los resultados obtenidos evidenciaron que las condiciones 

evaluadas (agitación, pH y salinidad) tienen un impacto significativo en la estabilidad 

y producción de estas moléculas, llegando incluso a inhibir completamente su 

producción bajo condiciones no óptimas 

 

4.5.1 Velocidad de agitación 

 

Las pruebas estadísticas mostraron diferencias significativas (p < 0.05) entre las 

distintas velocidades de agitación y rotación evaluadas. En el cultivo planctónico la 

velocidad de 120 RPM resulto en la mayor producción y estabilidad del compuesto 

emulsificante con un IE24 promedio de 57.05 ± 0.59 %. Por otra parte, en el cultivo 

sésil, la velocidad de agitación de 7 NRPM fue la condición que induce la mayor 

producción y estabilidad con respecto a la demás con un IE24 promedio de 56.86 ± 

1.73 %. La interacción de esta variable en ambos tipos de cultivos se muestra en la 

figura 4.8. 
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4.5.2 pH 

 

En el cultivo planctónico, los análisis estadísticos mostraron diferencias 

significativas (p < 0.05) entre las concentraciones de pH evaluadas excepto en la 

concentración de 5.60, donde no se registró actividad emulsificante. El mayor dato 

de emulsificación fue a pH de 7.60 el cual mostró la mayor actividad emulsificante, 

con un IE24 promedio de 60.65 ± 1.69 %. Sin embargo, considerando la estabilidad 

de la emulsificación en el tiempo, se determinó que un pH de 8.60 era el más 

adecuado para esta condición.  

En el cultivo sésil, la concentración de 8.60 de pH también se identificó como el más 

favorable, alcanzando IE24 promedio de 59.04 ± 0.49 además esta concentración 

mantuvo la estabilidad de la emulsificación por largo tiempo. La interacción de esta 

variable en las diferentes condiciones se presenta en la figura 4.9. 

 

Figura 4.8. Efecto de la agitación en la actividad emulsificante de Glutamicibacter sp. XHA18 en 
cultivos sésiles y planctónicos. En el eje de las “X” se muestran las velocidades de agitación/rotación. 

En el eje de las “Y” se muestran los valores promedio ± D.E. del índice de emulsificación (IE24) obtenido 
en cada nivel/concentración. Letras diferentes indican diferencias estadísticamente 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 emulsificante 
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4.5.3 Salinidad 

 

La adición de NaCl afectó directamente en la capacidad emulsificante de 

Glutamicibacter sp. XHA18 en ambos tipos de cultivos. Si bien se logró observar 

una emulsificación parcial tras aplicar agitación mediante vórtex, estas fueron 

inestables dentro de las primeras 24 h. Este impacto, se observó desde 

concentraciones superiores al 1.5% de NaCl donde las micelas se disgregaron 

debido a su gran tamaño y por ende se perdía la emulsificación. 

 

 

 

Figura 4.9. Efecto del pH en la actividad emulsificante de Glutamicibacter sp. XHA18 en cultivos 
sésiles y planctónicos. 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 índice de emulsificación (IE24) obtenido en 
cada concentración. Letras diferentes indican diferencias estadísticamente 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 emulsificante 

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico



 
 
 

 

 
54 

Universidad Juárez Autónoma de Tabasco 
División Académica de Ciencias Biológicas 

4.6 Actividad emulsificante contra diversos sustratos y 

estabilidad en condiciones de salinidad  

 

Para evaluar el potencial emulsificante de los tensoactivos producidos por 

Glutamicibacter sp. XHA18, se utilizaron distintos sustratos hidrofóbicos. Al mismo 

tiempo, se analizó 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 planctónico 

 

Los resultados mostraron que el índice de emulsificación más alto se obtuvo con el 

aceite de motor y el aceite de motor quemado, alcanzando valores promedios de 

IE₂₄ de 90.70 ± 2.96% y 84.99 ± 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 detectó actividad emulsificante bajo estas 

condiciones (Fig. 4.10). En términos de estabilidad en NaCl, se observó que la 

emulsificación de los aceites de motor y motor quemado se mantuvo estable en 

concentraciones de hasta 2.5% de NaCl, aunque con una ligera reducción en la 

emulsificación a concentraciones más altas. Sin embargo, las emulsificaciones con 

hexadecano y xileno presentaron una disminución más pronunciada en presencia 

de NaCl. 
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4.6.2 Actividad y estabilidad emulsificante en cultivo sésil 

 

En el cultivo sésil, la actividad emulsificante general fue menor en comparación con 

la máxima emulsificación alcanzada en el cultivo planctónico. Sin embargo, se 

observó una notable ventaja en términos de estabilidad frente a diferentes 

concentraciones salinas. A diferencia de lo registrado en el cultivo planctónico, en 

esta condición se detectó actividad emulsificante significativa en todos los sustratos 

evaluados, incluyendo aquellos en los que no se había observado actividad en el 

otro sistema de cultivo (Fig. 4.11). 

 

 

 

Figura 4.10. Actividad emulsificante del EPS sintetizado por Glutamicibacter sp. XHA18 en cultivo 
planctónico, evaluada en distintos sustratos hidrofóbicos. En el eje de las “X” se muestran los 

sustratos hidrofóbicos evaluados. En el eje de las “Y” se muestran las emulsificaciones obtenidas sin y 
con diferentes concentraciones de NaCl. 
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En la mayoría de los sustratos, la actividad emulsificante inicial se mantuvo estable 

o incluso aumentó con el incremento en la concentración de NaCl. Este efecto fue 

particularmente evidente en el xileno y el tolueno, que mostraron un aumento 

progresivo en la actividad emulsificante a medida que la concentración de salinidad 

aumentaba. Por otro lado, la emulsificación en otros sustratos se mantuvo constante 

a lo largo de todas las pruebas de salinidad, con la excepción del petróleo, donde la 

actividad emulsificante se vio afectada negativamente en la concentración de NaCl 

más alta evaluada. 

 

4.7 Emulsificante purificado  

 

De acuerdo con los datos obtenidos mediante las metodologías para la purificación 

de compuestos tensoactivos de alto y bajo peso molecular, se observó un mayor 

rendimiento del compuesto producido en condiciones de cultivo sésil, alcanzando 

Figura 4.11. Actividad emulsificante del EPS sintetizado por Glutamicibacter sp. XHA18 en cultivo 
sésil, evaluada en distintos sustratos hidrofóbicos. En el eje de las “X” se muestran los sustratos 

hidrofóbicos evaluados. En el eje de las “Y” se muestran las emulsificaciones obtenidas sin y con diferentes 
concentraciones de NaCl. 
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un rendimiento de 2.8 g/L, en comparación con el cultivo planctónico, del cual se 

extrajo 1.8 g/L. Por otra parte, la metodología empleada para la recuperación de 

metabolitos de bajo peso molecular no permitió la extracción de compuestos con 

actividad superficial detectable. 

 

4.8 Caracterización molecular del compuesto emulsificante 

purificado 

 

Se realizaron análisis espectrofotométricos y morfológicos con el objetivo de 

determinar las propiedades estructurales y fisicoquímicas del compuesto 

emulsificante purificado, obtenido a partir del cultivo sésil de Glutamicibacter sp. 

XHA18. Las pruebas incluyeron espectroscopía de absorción ultravioleta-visible y 

espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier, microscopía electrónica de 

barrido acoplada a espectroscopía de dispersión de energía y la carga superficial 

mediante medición de potencial zeta. 

 

4.8.1 Espectroscopía infrarroja transformada de Fourier   

El análisis espectroscópico mediante FTIR permitió la identificación 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 

señales características que sugieren la composición química del biopolímero. Se 

observó una banda de absorción ancha centrada alrededor de 3270 cm⁻¹, indicativa 

de vibraciones de estiramiento O–H, típicamente asociadas con matrices 

polisacarídicas ricas en grupos hidroxilo. Esta característica, a menudo intensificada 

por enlaces de hidrógeno intermoleculares, también puede incluir contribuciones de 

grupos N–H provenientes de enlaces peptídicos. 
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En la región alifática, se detectaron bandas débiles cerca de 2920 y 2850 cm⁻¹ 

correspondientes a las vibraciones de estiramiento C–H de grupos metilo y metileno, 

lo que sugiere la presencia de cadenas laterales lipídicas o alifáticas. La región entre 

1750 y 1600 cm⁻¹ mostró un pico prominente alrededor de 1640–1650 cm⁻¹, que 

puede atribuirse al estiramiento de enlaces C=O, probablemente provenientes de 

ácidos carboxílicos, ácidos urónicos o grupos amida I presentes en residuos 

proteicos. 

Bandas adicionales en la región de 1550–1450 cm⁻¹, asociadas con vibraciones de 

amida II (estiramiento C–N y flexión N–H), respaldan aún más la presencia de 

componentes proteicos incrustados en la estructura del biopolímero. Las 

características más distintivas se encontraron entre 1200 y 1000 cm⁻¹, donde 

múltiples bandas superpuestas fueron consistentes con enlaces glucosídicos C–O–

C, vibraciones del esqueleto C–C y modos de estiramiento C–OH, lo que confirma 

la estructura sacarídica del EPS. 

Finalmente, las absorciones por debajo de 900 cm⁻¹, típicamente asociadas con 

modos de deformación de anillos furanósicos y piranósicos, refuerzan la 

interpretación del compuesto como un exopolisacárido (EPS) estructuralmente 

heterogéneo con funcionalidades asociadas de tipo proteico y lipídico.  

En conjunto, estos resultados sugieren que el EPS producido y purificado de 

Glutamicibacter sp. XHA18 es un bioemulsificante de naturaleza exopolisacarídica, 

con posibles interacciones entre proteínas y lípidos que podrían influir en su 

actividad emulsificante y estabilidad estructural. 
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4.8.2 Espectroscopía ultravioleta-visible y refractancia difusa 

 

El análisis de espectroscopia UV-Vis del EPS purificado reveló una absorbancia 

máxima en el rango de 260 a 280 nm, lo que sugiere la presencia de proteínas en 

la muestra. Esta absorbancia es característica de los aminoácidos aromáticos, 

particularmente triptófano y tirosina, los cuales están comúnmente presentes en 

proteínas. 

 

Estos resultados respaldan la hipótesis de que el compuesto responsable de la 

actividad emulsificante en Glutamicibacter sp. XHA18 es de origen orgánico, lo que 

concuerda con la naturaleza bioquímica de los bioemulsificantes de tipo 

exopolisacárido (EPS). El espectro resultante se presenta en la figura 4.13, donde 

se puede observar la presencia de bandas de absorción en los intervalos 

Figura 4.12. Espectro FTIR de transmitancia del EPS producido por XHA18. Se identifican distintos 

grupos funcionales asociados a polisacáridos, proteínas y lípidos, con picos de absorción correspondientes 
a las bandas características del infrarrojo. 
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previamente mencionados, reforzando la caracterización del EPS como un 

compuesto complejo que contiene fracciones polisacarídicas y proteicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.8.3 Espectroscopía de dispersión de energía por rayos X y 

microscopia electrónica de barrido 

 

Los resultados de estas pruebas permitieron determinar la composición química y 

la morfología microscópica del EPS, los cuales se presentan en la figura 4.14. El 

EDS reveló que los picos de mayor intensidad corresponden a carbono (C) y 

oxígeno (O), lo que confirma que el compuesto responsable de la actividad 

emulsificante es de origen orgánico (Fig. 4.14b). Sin embargo, también se identificó 

un tercer pico de menor intensidad correspondiente a azufre (S), lo que sugiere la 

posible presencia de proteínas dentro del EPS, dado que este elemento es un 

componente estructural en ciertos aminoácidos, como la cisteína y metionina. 

 

Figura 4.13. Espectro de absorción UV-Vis del EPS sintetizado por Glutamicibacter sp. XHA18. Se 

observa una banda de absorción característica en el rango de 200 a 300 nm, asociada a la presencia de 

proteínas y compuestos orgánicos en la muestra. 

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico



 
 
 

 

 
61 

Universidad Juárez Autónoma de Tabasco 
División Académica de Ciencias Biológicas 

Por otro lado, el análisis de SEM permitió visualizar la estructura morfológica del 

EPS obtenido en el cultivo sésil, la cual se muestra en la figura 4.14a, con aumentos 

de 200X. En términos generales, se observó que el EPS está conformado por 

estructuras amorfas de tamaños irregulares, lo que es característico de 

biopolímeros exopolisacárido. 

 

4.8.4 Potencial zeta 

 

El análisis del potencial zeta del EPS mostró un valor promedio de –39.5 ± 4.71 mV, 

indicando una carga neta negativa. Lo que concuerda con la caracterización 

mediante FTIR, donde se identificaron grupos funcionales como carboxilo (-COO-), 

hidroxilo (-OH) y carbonilo (C=O), los cuales están asociados con la carga negativa 

observada en el potencial Zeta. 

 

 

 

 

a) 
% peso  

C K 48.78 

O K 48.45 

S K 2.77 

Total 100% 

% átomo  

C K 56.59 

O K 42.20 

S K 12.21 

Total 100% 

b) 

Figura 4.14. Análisis de Energía Dispersiva de Rayos y Microscopía Electrónica de Barrido del EPS 
sintetizado por Glutamicibacter sp. XHA18. a) Espectro de EDX que muestra la composición elemental del 

EPS, con el porcentaje de cada elemento en peso y en átomos. b) Imagen obtenida por MEB que revela la 
estructura morfológica del EPS 
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4.9  Ensayos de Citotoxicidad del EPS 

 

4.9.1 Artemia salina 
 

Los resultados de la prueba de citotoxicidad con Artemia salina se presentan en la 

figura 4.15. La figura a) muestra la anatomía representativa de un nauplio de A. 

salina correspondiente al control después de 48 horas de exposición. En general, 

no se registró mortalidad ni alteraciones significativas en el comportamiento 

natatorio de los nauplios tras la exposición al EPS, incluso en las concentraciones 

más elevadas. Su movimiento fue comparable al del control negativo, lo que sugiere 

que el EPS no genera efectos tóxicos evidentes. Aún a concentraciones más altas 

(125, 100 y 75 mg/L; Fig. 4.15b-d), se observó un ligero oscurecimiento en el tracto 

digestivo, lo que indica la acumulación del EPS. Este efecto no estuvo asociado con 

mortalidad ni con daño fisiológico aparente, lo que sugiere que la ingesta del EPS 

no representa un riesgo letal para A. salina. En las concentraciones más bajas (50 

y 25 mg/L; Fig. 4.15e-f), incluso no se detectaron cambios morfológicos ni 

alteraciones en la estructura de los órganos, manteniendo un estado similar al del 

control negativo (agua salina; Fig. 4.15g). 

En contraste, en el control positivo (dicromato de potasio, K₂Cr₂O₇; Fig. 4.15H-J), 

se registró una mortalidad del 100% tras 48 h de exposición. Los organismos 

expuestos presentaron un oscurecimiento marcado en las anténulas, antenas, 

segmento abdominal y tracto digestivo, el comportamiento observado en el control 

positivo siguió un patrón típico de dosis-respuesta, registrándose una mortalidad del 

100% a una concentración de 60 mg/L. El análisis Probit permitió determinar una 

CL₅₀ de 9.9 mg/L, lo que reafirma la alta toxicidad del dicromato de potasio en A. 

salina dentro del intervalo de concentración evaluada. 
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Figura 4.15. Evaluación 

toxicológica de Artemia salina 

expuesta a diferentes 

concentraciones de EPS. (a) 

Morfología general de un nauplio 

sano. (b-f) Nauplios expuestos a 

distintas concentraciones de EPS 

(125, 100, 75, 50 y 25 mg/L, 

respectivamente) tras 48 h de 

exposición. (g) Control negativo (agua 

salina). (h-j) Nauplios expuestos a 

diferentes concentraciones del control 

positivo (dicromato de potasio: 60, 30 

y 15 µg/L, respectivamente). 
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4.9.2 Germinación de semillas de Cucumis sativus  

Los resultados obtenidos del ensayo de germinación de pepino (Cucumis sativus), 

(Fig. 4.16) mostraron que el SLC obtenido de Glutamicibacter sp. XHA18 no 

presentó efectos tóxicos evidentes sobre la viabilidad de las semillas. Todas 

germinaron exitosamente, sin diferencias significativas en el porcentaje de 

germinación en comparación con el control negativo (agua destilada estéril; Fig. 

4.16a). 

b) 

 

a) 

 

c) 

 

Figura 4.16. Efecto del SLC de Glutamicibacter sp. XHA18 en la germinación y crecimiento de 
semillas de pepino Cucumis sativus. (a) Control negativo (agua destilada estéril), (b) Concentración baja 

de SLC (1:6) y (c) Concentración alta de SLC (6:1). Se observa la influencia del SLC en el desarrollo de la 
raíz y el tallo. 
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En el tratamiento con la menor concentración de SLC 1:6 (Fig. 4.16b), se observó 

un desarrollo similar al del control, sin efectos adversos visible. No obstante, al 

analizar por separado las estructuras de las plántulas, se detectó una ligera 

estimulación en la elongación radicular, mientras que el desarrollo del tallo se 

mantuvo sin diferencias, e incluso con valores ligeramente inferior al control. En 

contraste, cuando se aplica el SLC en una mayor proporción 6:1 (Fig. 4.16c), resulto 

en una reducción significativa del crecimiento de la raíz (p < 0.05). 

Para cuantificar el efecto del SLC en el crecimiento de las plántulas, se calculó el 

índice de germinación (IG) y el índice de elongación relativo (IER) tanto en el tallo 

como en las raíces. Estos índices permitieron distinguir entre un efecto promotor o 

inhibitorio. Valores positivos fueron interpretados como estimulación del 

crecimiento, mientras que valores negativos indicaron inhibición en comparación 

con el control. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los resultados mostraron que la concentración más baja evaluada (1:6) favoreció el 

desarrollo de las raíces, aunque presentó un efecto inhibitorio en el crecimiento del 

tallo. En contraste, la concentración más alta (6:1) registró valores negativos tanto 

Figura 4.17. Índice de Efecto Relativo (IER) en el crecimiento del tallo y la raíz de Cucumis sativus tratado 
con SLC. Los puntos azules representan la concentración más baja de SLC (1:6), mientras que los puntos 
anaranjados indican la concentración más alta evaluada (6:1).  
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en el tallo como en la raíz. En la figura 4.17 se muestra el efecto del SLC sobre el 

crecimiento de las plántulas de C. sativus, expresado mediante el índice del efecto 

relativo. 
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5 CAPITULO V: DISCUSIÓN  
 

El análisis genómico de Glutamicibacter sp. XHA18 reveló una serie de 

características que no solo respaldan su posible clasificación como una nueva 

especie dentro del género, sino que también podrían estar relacionadas con las 

propiedades fisicoquímicas particulares del EPS que produce. Se identificaron 

múltiples genes asociados a rutas de biosíntesis de exopolisacáridos, así como 

enzimas específicas del metabolismo de carbohidratos, lo que sugiere una 

capacidad metabólica distintiva para la producción de biopolímeros 

estructuralmente complejos. 

La presencia de genes codificantes para transportadores, glicosiltransferasas y 

proteínas asociadas a la exportación de polisacáridos sugiere que el EPS de XHA18 

puede presentar una composición rica en grupos funcionales con carga negativa 

como lo son los ácidos urónicos, lo cual explicaría su elevada estabilidad coloidal y 

su capacidad para mantener la emulsificación en condiciones de salinidad elevada. 

Esta correlación entre el perfil genómico y las propiedades del EPS indica que las 

diferencias genéticas no son únicamente taxonómicas, sino funcionales. 

Además, la divergencia en el contenido de G+C respecto a otras especies del 

género (superior al 1%) refuerza la hipótesis de que XHA18 posee adaptaciones 

moleculares específicas que podrían estar asociadas al entorno de donde fue 

aislada (cenote prístino) y a su capacidad para producir un EPS con aplicaciones 

biotecnológicas en condiciones extremas. En este contexto, las diferencias 

genómicas observadas se traducen en propiedades bioquímicas del EPS que 

distinguen a esta cepa frente a otras del mismo género, lo cual resalta su valor como 

potencial biotecnológico para la producción de compuestos funcionales 

únicos.(Meier-Kolthoff et al., 2014). De igual forma se identificaron genes que forman 

parte de dos rutas génicas principales para la síntesis de EPS: la vía dependiente 

de Wzx/Wzy y la vía de transportadores ABC, las cuales incluyen glicosiltransfersas 

y proteínas transmembranas. La presencia de múltiples enzimas involucradas en el 
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metabolismo de carbohidratos sustenta que XHA18 podría ser un recurso valioso 

para la industria biotecnológica, particularmente en la producción de biopolímeros 

con aplicaciones en biorremediación y bioemulsificación (Guan et al., 2025) 

Para evidenciar que las condiciones de cultivo sésil y planctónico ejercen un efecto 

diferencial sobre la producción de metabolitos secundarios con actividad 

tensoactivo en Glutamicibacter sp. XHA18, se realizó una cinética de producción 

bajo ambas condiciones, evaluándose cada 24 h la actividad emulsificante y la 

capacidad de reducir la tensión superficial mediante el método de gota colapsada. 

Los resultados mostraron que, desde las primeras 24 h de incubación, el cultivo 

sésil favoreció una mayor actividad emulsificante, la cual se mantuvo estable 

durante todo el periodo evaluado. En contraste, el cultivo planctónico mostró una 

actividad considerablemente menor y menos sostenida, lo que sugiere que el modo 

de crecimiento influye significativamente en la biosíntesis y estabilidad de estos 

metabolitos. No obstante, durante toda la cinética no se detectó actividad asociada 

a la reducción de la tensión superficial, lo cual indica que, Glutamicibacter sp. 

XHA18 no produce compuestos con propiedades biosurfactantes, sino únicamente 

bioemulsificantes.  

Estos hallazgos coinciden con estudios previos (Flemming y Wingender, 2010; Hall-

Stoodley et al., 2004) que demuestran cómo las biopelículas tienen un impacto directo 

sobre la producción y funcionalidad de los metabolitos secundarios. Esta ventaja 

puede atribuirse a varios factores inherentes a la fisiología de las biopelículas. En 

este tipo de crecimiento, las células bacterianas se encuentran inmersas en una 

matriz extracelular autogenerada, rica en polisacáridos, proteínas y lípidos, que no 

solo ofrece protección frente a condiciones ambientales adversas, sino que también 

modula la expresión génica involucrada en la síntesis de compuestos bioactivos 

(Flemming et al., 2016; Limoli et al., 2015). Además, se ha reportado que el 

microambiente dentro de una biopelícula promueve una mayor interacción célula-

célula y una concentración localizada de señales de quorum sensing, lo que puede 

inducir rutas metabólicas específicas 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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síntesis más estructurada y funcional, lo que explicaría la mayor estabilidad 

observada en los compuestos obtenidos bajo esta condición. Por ejemplo, Singh et 

al. (2006) demostraron que bacterias cultivadas en biopelícula produjeron EPS con 

una arquitectura más compleja y una mejor capacidad emulsificante frente a 

hidrocarburos pesados. En contraste, los cultivos planctónicos presentan tasas de 

crecimiento elevadas, pero no favorecen la producción 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 composición del medio de cultivo influye 

de manera significativa en la funcionalidad de metabolitos extracelulares, como los 

EPS. En este estudio, se evaluaron seis variables: dextrosa, peptona, extracto de 

levadura, velocidad de agitación, 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 desempeña un papel clave en la 

producción del compuesto emulsificante. Como fuente primaria de carbono y de 

arranque, la dextrosa ha sido ampliamente reportada como un sustrato eficiente 

para promover la síntesis de EPS al proveer energía fácilmente metabolizable y 

precursores estructurales  (Banat et al., 2021; 2014; Sutherland, 2001). Sin embargo, 

también se ha reportado que un exceso de este carbohidrato puede tener un efecto 

negativo en la producción de EPS debido a un efecto de represión 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 expresión 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 orgánica de nitrógeno, 

puede favorecer tanto el crecimiento microbiano como la producción de metabolitos 

secundarios, al influir en la actividad de enzimas esenciales involucradas en las 

rutas biosintéticas de polisacáridos (Delbarre-Ladrat et al., 2022). No obstante, a 

concentraciones elevadas tanto la peptona como el extracto de levadura pueden 
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ejercer un efecto de inhibición metabólica o represión por exceso de nutrientes. En 

este contexto, se ha reportado que elevadas concentraciones de nitrógeno orgánico 

y factores de crecimiento estimulan las rutas metabólicas asociadas a la 

proliferación celular, lo que conlleva una reducción en la síntesis de metabolitos 

extracelulares como los exopolisacáridos (Vuyst y Vandamme, 1994). Adicionalmente, 

compuestos solubles en el medio, pueden alterar la osmolaridad y la expresión de 

genes relacionados con la biosíntesis de polisacáridos estructurados, afectando la 

conformación funcional del EPS y su capacidad de emulsión (Janczarek, 2011). En 

particular, se observó 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 más 

dirigido a la formación de biomasa que a la producción de EPS (Jyoti et al., 2024). 

En este trabajo no solo se consideró la capacidad de emulsificación, sino también 

la estabilidad de las emulsificaciones formadas. Lo mejores resultados se 

obtuvieron con una relación de C/N de 11.36 en condiciones de cultivo sésil y de 

16.00 en cultivo planctónico, alcanzado índices de emulsificación de 56.87 ± 1.73 y 

57.05 ± 0.59 respectivamente. Estas proporciones carbono/nitrógeno son 

coherentes con investigaciones previas que señalan una mayor eficiencia en la 

biosíntesis de exopolisacáridos cuando se emplean condiciones con niveles 

moderadamente altos de carbono y una disponibilidad limitada de nitrógeno (Cui 

et al., 2017; Miqueleto et al., 2010). Estos hallazgos confirman la importancia de 

establecer concentraciones óptimas y no necesariamente recurrir a formulaciones 

máximas, para favorecer tanto la cantidad como la funcionalidad del biopolímero 

producido por Glutamicibacter sp. XHA18. En este caso, el uso de concentraciones 

excesivas resultó en una pérdida significativa de la actividad emulsificante. 

Respecto a las condiciones fisicoquímicas, se observó que un pH alcalino (8.6) 

favorece la actividad emulsificante del EPS en ambos cultivos, posiblemente a la 

estabilización de su estructura polimérica en condiciones básicas, comportamiento 

ya reportado para otros EPS bacterianos (Muñoz-Almagro et al., 2020). En ese mismo 

sentido, también se ha reportado que una concentración de pH elevado puede 
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potenciar la actividad enzimática responsable de la síntesis de EPS, mejorando la 

producción (Ju et al., 2022).  

En cambio, la salinidad mostró 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 podría afectar la expresión de genes 

involucrados en la biosíntesis del EPS, fenómeno 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 actúa como un 

estabilizante externo de las emulsiones. Este comportamiento se ha asociado a 

fenómenos de repulsión electrostática 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 o marina, donde las condiciones salinas 

representan un desafío crítico en la selección de bioemulsificantes funcionales 

(Mann y Wozniak, 2012). 

La velocidad de agitación también mostró influencia en la producción y funcionalidad 

del EPS, ya que afecta la oxigenación del medio, la disponibilidad de nutrientes y el 

cizallamiento celular. Estos factores son reconocidos por influir tanto en la masa 

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

Si bien en este estudio no se realizó una optimización cuantitativa exhaustiva del 

medio de cultivo, los análisis estadísticos permitieron identificar las condiciones más 

favorables y funcionales para la producción y estabilidad del EPS por 

Glutamicibacter sp. XHA18. En particular, se observó que ciertas combinaciones de 

sustratos en concentraciones reducidas mantienen una actividad emulsificante 

comparable a la del medio original lo que sugiere la viabilidad de diseñar 

formulaciones más económicas y sostenibles, sin comprometer la funcionalidad del 
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compuesto emulsificante. Esta reducción en la concentración de componentes 

representa una ventaja potencial para procesos de escala industrial, ya que puede 

disminuir los costos de producción sin afectar el rendimiento del EPS (Muthusamy 

et al., 2008). Por otra parte, cuando se realizaron las emulsificaciones utilizando tanto 

el EPS purificado al 1% como el sobrenadante libre de células (SLC), se obtuvieron 

índices de emulsificación y niveles de estabilidad similares. Este resultado sugiere 

que el uso directo del SLC podría ser viable, lo cual permitiría prescindir, al menos 

parcialmente, de etapas complejas y costosas de purificación. Esta simplificación 

del proceso incrementaría su viabilidad comercial, especialmente en aplicaciones 

donde no se requiere un biopolímero altamente refinado (Gao et al., 2024; Uzoigwe 

et al., 2015). 

El EPS producido por Glutamicibacter sp. XHA18 bajo condiciones de cultivo sésil 

presentó una capacidad emulsificante superior en comparación con el obtenido en 

cultivo planctónico. Esta diferencia funcional puede atribuirse a la arquitectura 

molecular del polímero sintetizado durante su crecimiento estimulando la formación 

de la biopelícula, en la que se favorecen la formación de estructuras más complejas 

y estables. La capacidad para formar emulsiones duraderas con diversos sustratos 

hidrofóbicos sugiere un amplio potencial de aplicación en procesos que requieren 

una separación 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 característica lo posiciona como un candidato 

prometedor para su uso en la industria petrolera, particularmente en procesos de 

recuperación mejorada de petróleo o biorremediación de suelos y aguas 

contaminadas (Muthusamy et al., 2008; Uzoigwe et al., 2015). Además, su origen 

microbiano y baja toxicidad lo convierten en una alternativa ecológica y sostenible 

frente a emulsificantes químicos derivados del petróleo, lo cual responde a la 

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 análisis del EPS utilizando las técnicas de FTIR, UV-Vis, XRD y SEM y potencial 

zetas, confirmó su composición y propiedades fisicoquímicas. El espectro FTIR 

evidenció la presencia de grupos funcionales característicos de los 

exopolisacáridos, como hidroxilos (-OH), carbonilos (C=O) y cadenas alifáticas, lo 

que coincide con estudios previos (Rehman et al., 2021; Sheng et al., 2022). El análisis 

UV-Vis mostró una banda de absorción en 280 nm, indicativa de la presencia de 

proteínas asociadas al EPS, lo que sugiere una posible interacción con 

macromoléculas biológicas (Silverstein et al., 2014). Por otro lado, la difracción de 

rayos X reveló picos característicos de compuestos orgánicos, en concordancia con 

estudios sobre polisacáridos extracelulares (Mathivanan et al., 2021). Las imágenes 

obtenidas mediante SEM mostraron que el EPS presenta una morfología amorfa y 

porosa, lo que podría conferirle una alta capacidad de retención de agua, haciéndolo 

potencialmente útil en aplicaciones que requieran conservación de humedad 

(Nambiar et al., 2018). Finalmente, el análisis del potencial zeta determinó que la 

carga superficial netamente negativa del EPS favorece la estabilidad coloidal al 

generar repulsión electrostática entre las partículas. Este comportamiento es 

deseable en sistemas emulsionados, ya que ayuda a evitar la coalescencia de las 

fases y garantiza una mayor persistencia de la emulsión bajo diversas condiciones 

fisicoquímicas, 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 acuáticos y terrestres, incluso en las concentraciones 

más altas evaluadas. No obstante, en concentraciones elevadas se observó una 

reducción el crecimiento radicular de C. sativus, posiblemente atribuida a la 

formación de una barrera física sobre la superficie de la raíz que limita la absorción 

de agua. En cambio, en concentraciones bajas, no se observaron efectos fitotóxicos, 

lo que sugiere su viabilidad de usos para aplicaciones agrícolas sin comprometer el 
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desarrollo vegetal (Chen et al., 2023; Nunes et al., 2006). Estos resultados son 

consistentes con estudios previos donde EPS bacterianos han documentado 

efectos positivos en la germinación y crecimiento de plantas, así como en la mejora 

de las propiedades fisicoquímicas 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 agrícolas. 
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6 CAPITULO VI: CONCLUSIONES  
 

Este estudio reporta por primera vez, la producción de un exopolisacárido (EPS) 

con actividad emulsificante por una cepa del género Glutamicibacter, aislada de un 

cenote prístino en la península de Yucatán en dos condiciones de cultivo 

contrastante (planctónico y sésil).  

El cultivo sésil estimulo el crecimiento del microrganismo, que a su vez se reflejó en 

una mejor producción, funcionalidad y estabilidad del EPS producido en este 

escenario. Además, este cultivo favorece significativamente la síntesis y estabilidad 

de la actividad emulsificante en tan solo 24 h y con un rendimiento del EPS superior 

en casi al doble en comparación con cultivos planctónicos.  

La composición del medio también tuvo un papel determinante. Se observó que 

ciertas combinaciones de sustratos en concentraciones reducidas mantienen una 

actividad comparable a la del medio inicial, lo que representa una oportunidad para 

diseñar formulaciones más económicas y sostenibles. Los análisis genómicos 

revelaron la presencia de rutas metabólicas asociadas a la biosíntesis de EPS y de 

enzimas implicadas en el metabolismo de carbohidratos, lo que proporciona una 

base molecular para futuras estrategias de optimización genética. 

Las técnicas de caracterización confirmaron que el EPS responsable de la actividad 

emulsificante es un biopolímero no iónico, con estructura amorfa, porosa y alta 

estabilidad frente a variaciones de pH y salinidad, lo que respalda su potencial uso 

en aplicaciones industriales, especialmente en entornos extremos. Además, los 

ensayos de toxicidad indicaron que el EPS no es tóxico para Artemia salina ni para 

Cucumis sativus a bajas concentraciones; sin embargo, a concentraciones elevadas 

puede limitar el crecimiento radicular, posiblemente por efectos físicos sobre la 

absorción de agua y nutrientes. 

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

fuente microbiana prometedora para la producción de EPS con propiedades 
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emulsificantes. Su estabilidad en condiciones adversas, bajo impacto ambiental y 

potencial versatilidad industrial lo posicionan como un candidato atractivo para 

aplicaciones en biotecnología, agricultura y biorremediación. 
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7 CAPÍTULO VII: RECOMENDACIONES  
 

Los hallazgos de este trabajo proporcionan una base sólida para la comprensión de 

la biosíntesis de exopolisacáridos (EPS) bioemulsificantes por la cepa 

Glutamicibacter sp. XHA18, así como de su estabilidad y potencial biotecnológico. 

Sin embargo, para maximizar el aprovechamiento de este compuesto en distintas 

aplicaciones industriales, es necesario continuar con estudios complementarios que 

permitan profundizar en su caracterización, producción y aplicabilidad.  

1.  Producir el EPS en un sistema a gran escala, con el fin de optimizar la producción 

y reducir costos industriales.  

2. Explorar el uso de materias primas de bajo costo y origen renovable, como 

residuos agroindustriales o efluentes ricos en azúcares, que permitan mejorar la 

viabilidad económica y la sustentabilidad de su producción. 

3. Realizar la caracterización estructural completa del EPS, mediante técnicas como 

Resonancia Magnética Nuclear (RMN), para determinar la composición de 

monómeros, los tipos de enlaces glicosídicos y la configuración estructural. 

Complementariamente, se recomienda el uso de MALDI-TOF-MS o LC-MS tras 

hidrólisis controlada del EPS, con el fin de identificar fragmentos oligosacarídicos 

o posibles componentes funcionales asociados. 

4. Validación la funcional del EPS o SLC en condiciones de microcosmo, campo o 

ambientes controlados para evaluar la eficacia del EPS en procesos de 

biorremediación de suelos y aguas contaminadas con hidrocarburos u otros 

compuestos hidrofóbicos. 

5. Estudiar la interacción con microbiota y plantas: Investigar el efecto del EPS 

sobre la microbiota edáfica y su posible influencia positiva en la absorción de 

nutrientes y en la tolerancia de cultivos agrícolas frente a condiciones de estrés, 

como salinidad o sequía. 
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Resumen de la Tesis: 

Los ambientes prístinos albergan una gran 
diversidad de microrganismos con 
propiedades únicas y aún poco exploradas, 
entre ellas, la capacidad de producir 
exopolisacáridos (EPS) con propiedades 
bioemulsificantes, lo cual representa un área 
de creciente interés biotecnológico en la 
industria alimentaria, farmacéutica y 
ambiental. En este estudio, se evaluó el efecto 
de dos condiciones contrastantes de cultivo 
(sésil y planctónico), sobre la producción y 
estabilidad de un compuesto emulsificante. 
Dicho compuesto fue producido por la cepa 
halotolerante Glutamicibacter sp. XHA18, 
aislada de un cenote prístino de la península 
de Yucatán. La producción y estabilidad de 
este compuesto fue evaluada mediante el 

índice de emulsificación a 24 h (IE24). Para 
ello, se ajustaron las condiciones 
fisicoquímicas en ambos tipos de cultivo, las 
cuales incluyeron la fuente de carbono y 
nitrógeno, así como el pH, agitación y 
salinidad. Posteriormente se aplicaron 
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metodologías específicas para la extracción 
de compuestos de alto y bajo peso molecular, 
logrando la purificación de un EPS que fue 
caracterizado mediante FTIR, UV-Vis, SEM-
EDS, XRD y análisis de carga iónica. Los 
resultados mostraron que el cultivo sésil 
promovió una mayor actividad emulsificante 

(IE24 62.09%) en un tiempo menor (24 h) y 
estable por más de un año. En contraste, el 

cultivo planctónico (IE24 60.09%) a 96 h, 
demostró la pérdida progresiva de la 
emulsificación en el tiempo. En ambas 
condiciones, la dextrosa y un pH alcalino 
favorecieron significativamente la producción, 
mientras que la salinidad afectó 
negativamente la producción del 
bioemulsificante. El rendimiento de EPS fue 
superior en cultivo sésil (2.8 g/L) respecto al 
planctónico (1.8 g/L), y la caracterización FTIR 
y el potencial Z confirmaron su naturaleza 
polisacarídica con una carga negativa, 
asociada a su capacidad de formar 
emulsiones estables con diversos sustratos 
hidrofóbicos incluso en condiciones de 
salinidad al 5 y 10%. Seguidamente, los 
ensayos toxicológicos realizados con Artemia 
salina y Cucumis sativus confirmaron la baja 
toxicidad del EPS, con solo efectos mínimos 
en plántulas a concentraciones elevadas. El 
análisis genómico reveló que la cepa XHA18 
pertenece al género Glutamicibacter, pero con 
diferencias en el contenido de G+C y perfil 
metabólico respecto a otras cepas disponibles 
en GenBank, lo que sugiere que podría 
tratarse de una nueva especie. En conjunto, 
los hallazgos de este estudio aportan 
información novedosa sobre la biosíntesis y 
estabilidad del EPS bioemulsificante en 
condiciones sésiles, con alto rendimiento y 
estabilidad, proponiendo a Glutamicibacter sp. 
XHA18 como un recurso biotecnológico 
promisorio para aplicaciones industriales y 
ambientales. 
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