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Resumen

Los biosurfactantes son considerados como moléculas anfipáticas ya que constan
de  dos  partes,  una  que  porción  que  es  soluble  en  agua  y  la  otra  que  es
hidrofóbica. Estos se clasifican en moléculas de bajo peso molecular como los
glicolípidos principalmente, y los de alto peso molecular como los polisacáridos,
glicoproteínas, exopolisacáridos (EPS) por mencionar algunos. Las bacterias son
los  principales  organismos  que  producen  EPS,  la  mayoría  los  sintetizan  para
protegerse de los factores ambientales del hábitat en que viven.

Existen muchos géneros bacterianos que han sido reportados como productores
de EPS, sin embargo, en la actualidad, los estudios han estado más enfocados en
las bacterias de ambientes extremos debido a la estabilidad que pueden llegar a
presentar las moléculas que sintetizan.

Entre  los  géneros  que  se  han  estudiado  poco,  se  encuentra  el  género  de
Idiomarina,  el  cual  fue  reportado  como  tal  en  el  año  2004  por  Ivanova  y
colaboradores, los miembros de este suelen considerarse halófilos por su amplio
rango de tolerancia a NaCl, temperatura de crecimiento y son bacilos ligeramente
curveados  Gram  negativos.  Algunas  especies  han  sido  reportadas  como
productoras de EPS, la principal  Idiomarina loihiensis en la cual se encontró un
clúster de 32 genes para la biosíntesis de estos, de igual forma se encontró uno
de 17 genes para la formación de biofilm, algunas otras como Idiomarina sp Strain
5.13 tiene 6 genes para la producción de EPS.

El presente trabajo tuvo como objetivo caracterizar la cepa  Idiomarina B7H2, la
cual fue aislada del Golfo de México. Los estudios demostraron que es un bacilo
ligeramente  curveado  que  mide  0.3-0.6  µm-  1.8-2.0  µm,  Gram  negativo,  que
puede  crecer  en  un  rango  de  4-45°C,  tolerar  NaCl  desde  0.5-15%.  En  la
caracterización  bioquímica  resulto  positiva  hacia  oxidasa  y  catalasa,  así  como
algunos carbohidratos, los cuales, son indispensables para los precursores de la
ruta metabólica de los EPS. En la caracterización genómica se encontró que este
contiene 2, 976, 838 pb con un contenido en G-C del 46%, con 2775 genes que
pueden codificar para proteínas.

El análisis del genoma nos arrojó que la cepa Idiomarina B7H2 contiene un clúster
de 34 genes con 34914 pb, que podrían estar implicados en la producción de EPS
el cual se encuentra en la ubicación 458-491, también posee un clúster de 4 genes
para la formación de biofilm (715-718). De manera experimental se encontró que
es capaz de producir EPS desde los 5-25°C, forma biofilm y tiene la capacidad de
utilizar hidrocarburos.
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I. Introducción

Los microorganismos marinos representan una fuente potencial de moléculas con

amplias  aplicaciones  en  la  biotecnología.  La  diversidad  de  nichos  ecológicos

marinos influye en las características fisiológicas y metabólicas y se ve reflejada

en una gama amplia de metabolitos producidos como biosurfactantes, antibióticos,

toxinas, pigmentos, polímeros, entre otros (Poli  et al.,  2010).  Estos metabolitos

pueden ser usados por los microorganismos como herramientas de adaptación,

defensa, y alimentación que se suman a su metabolismo basal confiriéndoles una

mayor plasticidad fisiológica (Satpute et al., 2010; Desai y Banat, 1997).

El interés por estos microorganismos ha ido creciendo en las últimas décadas,

debido  a  la  importancia  biotecnológica  que  representan  los  productos  de  su

metabolismo (enzimas y metabolitos secundarios). Muchos de ellos son utilizados

en la  industria  farmacéutica,  cosmética,  alimentaria  y  biorremediación (Desai  y

Banat., 1997), entre estos podemos encontrar proteínas, glicolipidos y poliméricos

como los exopolisacáridos (EPS). En este contexto, se están describiendo nuevas

especies  marinas e incluso nuevas  familias y  a  nivel  de  clase.  Por  lo  que es

relevante aislar de forma viable a estos microorganismos, que su crecimiento sea

óptimo en el laboratorio y que no pierda sus capacidades metabólicas.

Los biosurfactantes (BS) son de los metabolitos de las bacterias que han llamado

mucho  la  atención  en  el  campo  de  la  biotecnología.  Estos  son  moléculas

anfipáticas que confieren la capacidad de poder solubilizar compuestos complejos

como los hidrocarburos, y que representan una gran ventaja sobre los surfactantes

químicos  por  ser  biocompatibles,  biodegradables,  no  tóxicos  y  con  amplias

aplicaciones (White et al., 2013; Satpute et al., 2010; Desai y Banat., 1997). Los

BS tienen propiedades tensoactivas y/o emulsificantes. Una de las propiedades de

los emulsificantes es que son estabilizadores de fases inmiscibles.

En  los  últimos  años  el  estudio  de  bioemulsificantes  (BE)  ha  sido  de  gran

importancia por su amplio rango de aplicación en la industria.
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II. Antecedentes

2.1 Biosurfactantes.

Los  biosurfactantes  (BS)  son  considerados  metabolitos  secundarios  y  son

producidos principalmente por bacterias, hongos y algunas levaduras (White et al.,

2013; Desai y Banat., 1997). Los BS presentan la característica de ser moléculas

anfipáticas  con  una  parte  polar  o  soluble  en  agua  que  puede  ser  aniónica  o

catiónica (Dell’Anno et al., 2018) y una parte no polar o hidrofóbica compuesta por

una  cadena  de  ácidos  grasos  (Mao  et  al.,  2015;  Desai  y  Banat.,  1997).  Su

naturaleza les permite interaccionar en la superficie de contacto de dos líquidos

insolubles entre sí, reduciendo la tensión entre ellas (Satpute et al., 2010; Desai y

Banat., 1997), (Figura 1).

Figura 1. Molécula biosurfactante (modificado de Santos et al., 2016)

Los BS presentan ventajas sobre los surfactantes sintéticos debido que son más

estables en cuanto al rango de pH, temperatura, concentración de iones, salinidad,

son biodegradables y amigables con el planeta (Santos et al., 2016; Makkar et al,

2011).

2.1.1 Propiedades de los biosurfactantes.

La naturaleza anfipática de los biosurfactantes les confiere propiedades únicas.

Los BS tienen la  capacidad de disminuir  la tensión superficial  del  agua de 72

dinas/cm  en  un  rango  de  25-30  dinas/cm  (Satpute  et  al.,  2010),  en  mezclas

acuosas, o con hidrocarburos (Wen-Jie et al., 2011; Desai y Banat., 1997).

La  tensión  interfacial  se  disminuye  hasta  que la  concentración  del  surfactante

alcance una concentración micelar critica (CMC) (Santos et al., 2016).

Las  características  más  importantes  que  ofrecen  los  BS  son  una  alta

compatibilidad ambiental (Desai y Banat., 1997), una baja toxicidad (Mukherjee et
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al.,  2006),  biodegradabilidad,  mayor  selectividad  y  estabilidad  en  condiciones

ambientales extremas (Satpute et al., 2010; Desai y Banat, 1997).

2.1.2 Aplicaciones de los biosurfactantes.

En los últimos años los biosurfactantes han tomado gran importancia, debido al

gran potencial que presentan, como un reemplazo de los surfactantes sintéticos, y

sus aplicaciones industriales y ambientales, (Satpute  et al.,  2010; Banat  et al.,

2000).  Se  pueden  producir  a  partir  de  materia  prima  de  precio  accesible

(Mukherjee et al., 2006).

Las  propiedades  anfipáticas  de  los  biosurfactantes,  les  ha  conferido  una  gran

importancia  en  la  industria  farmacéutica  y  alimentaria,  en  su  uso  para  la

elaboración de detergentes, cosméticos, alimentos y medicinas (Desai y Banat.,

1997).  Además, pueden  presentar  propiedades  con  importancia  terapéutica  y

biomédica importante, como antibacteriales, antifúngicas, y antivirales (Mukherjee

et al., 2006). La aplicación ambiental es importante, por ejemplo la utilización de

BS en la biorremediación de suelos contaminados y el tratamiento de agua y tierra

(Sachdev y Cameotra.,  2013).  Facilita  la  biodisponibilidad de los hidrocarburos

para  su  degradación  por  microorganismos  (Bayat et  al.,  2015;  Sachdev  y

Cameotra., 2013; Das et al., 2008). También pueden usarse en la agricultura para

mejorar la calidad del suelo (Desai y Banat., 1997; Sachdev y Cameotra., 2013).

2.1.3 Clasificación de los biosurfactantes.

Los biosurfactantes presentan una amplia variación en cuanto a las moléculas que

los conforman. Generalmente son clasificados en dos grupos; los de bajo peso

molecular,  constituidos  principalmente  por  glicolípidos  (ramnolípidos),  ácidos

grasos, fosfolípidos y lipopéptidos. Por otra parte, se encuentran los de alto peso

molecular como las proteínas, lipoproteínas y polisacáridos (White  et al.,  2013;

Satpute et al., 2010). Entre los BS de alto peso molecular se encuentran los BE.
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2.2 Bioemulsificadores.

Los bioemulsificadores (BE) al igual que los BS son moléculas que presentan una

porción hidrofóbica no polar y una hidrofílica (Rosenberg y Ron., 1999), tienen la

capacidad de incrementar el área entre dos fases que no se mezclan entre sí, e

incrementar la biodisponibilidad de sustratos hidrofóbicos (Tripathi  et al.,  2018).

Aunque poseen la capacidad de disminuir la tensión superficial, no lo hacen como

un BS, por lo cual actúan principalmente como agentes estabilizadores de fases o

bioemulsificantes. Este tipo de emulsificantes se consideran de alto peso por estar

compuestos  principalmente  de  lipopolisacáridos,  polisacáridos  o  proteínas

(Rosenberg y Ron., 1999).

2.2.1 Polisacáridos.

Los  polisacáridos  son  moléculas  complejas  compuestas  por  un  solo  tipo  de

monosacáridos  o  por  varios  tipos  como los  heteropolisacáridos  (Casillo  et  al.,

2018; Poli et al., 2010), entre los azúcares, sin embargo también pueden contener

ácido urónico o aminoácidos. Son moléculas de alto peso molecular desde 50 Da

hasta  miles de KDa (Casillo  et  al.,  2018).  Estos  pueden proceder  de diversos

organismos como plantas, hongos, algas o bacterias (Becker., 2015; Poli  et al.,

2010; Mata et al., 2008).

Las  bacterias  sintetizan  polisacáridos  como  los  liposacáridos,  polisacáridos

capsulares, y exopolisacáridos (EPS) (Becker., 2015). Los polisacáridos presentan

funciones biológicas diversas, y generalmente son clasificados en intracelulares,

capsulares  y  extracelulares,  los  cuales  son  importantes  para  la  formación  de

biofilms y, en algunos casos, para su patogenicidad (Ates., 2015).

Las propiedades que confieren los polisacáridos como la resistencia mecánica, la

emulsión, adhesión y formación de coloides; las cuales tienen aplicaciones en la

industria alimentaria, farmacéutica, cosmética y especialmente en la biotecnología

(Song et al., 2019; Casillo et al., 2018).
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2.2.2 Exopolisacáridos (EPS).

Los  exopolisacáridos  (EPS)  son  sustancias  poliméricas  generadas

intracelularmente  y  secretadas  al  exterior  (Tripathi  et  al.,  2018;  Ates.,  2015;

Satpute et al., 2010; Poli  et al., 2010) constituidos de azúcares como D-glucosa,

D-galactosa,  D-manosa,  D-ramnosa,  amino azúcares (Poli  et  al.,  2010),  ácidos

nucleicos, proteínas, lípidos (Casillo  et al., 2018) y ácido urónico (Tripathi  et al.,

2018). Muchos de estos EPS son lineares, con un peso molecular promedio de

1x105 a 3x105 Da (Poli  et  al.,  2010).  La mayoría  de las veces se encuentran

compuestos por unidades repetidas de un monosacárido en especial, el cual sirve

para  ensamblar  a  los  demás  componentes  orgánicos  e  inorgánicos  (Becker.,

2015).

Los EPS bacterianos pueden encontrarse en dos tipos diferentes (Figura 2), en

forma de cápsula (CPS) los cuales están asociados a la membrana celular y los

que se encuentran como red unidos de una manera débil a la superficie celular

(MPR) (Casillo et al., 2018; Gu et al., 2017; Sathiyanarayanan et al., 2017; Poli et

al., 2010).

Figura 2. Representación de exopolisacáridos capsulares (CPS), y los 
liberados al medio (MPR), Casillo et al., 2018.

2.2.2.1 Función y propiedades de los EPS.

Los EPS son sintetizados principalmente por bacterias, que se pueden encontrar

en el  agua,  suelo,  ambientes marinos y ecosistemas,  a veces,  en condiciones

extremas (Wang et al., 2019; Hussain et al., 2017; Nichols et al., 2005). El papel

fisiológico de los EPS depende del nicho ecológico y del ambiente natural del
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donde se han aislado los microorganismos; la producción de estos representa un

costo del 70% de la energía de la bacteria (Poli et al., 2010).

Los EPS juegan un importante papel en la recolección de nutrientes, adherencia a

la  superficie,  protección  contra  factores  abióticos,  temperatura,  pH,  metales

pesados (Freitas et al., 2017; Becker., 2015) y formación de biofilms (Mata et al.,

2008;  Guezennec.,  2002).  Sin embargo también se ha observado que algunos

presentan  propiedades  antibacterianas,  antifúngicas,  antioxidantes  o  antivirales

(Danielli et al., 2018).

El estudio de los EPS en el laboratorio se ve influenciado por los componentes del

medio,  la  fuente  de carbono,  nitrógeno,  sales  minerales,  elementos  traza,  pH,

temperatura y agitación (Nicolaus et al., 2010).

Existen EPS ampliamente estudiados como el xantano, gelano, emulsano, alginato

entre otros, los cuales se utilizan ampliamente en la industria y tienen alto valor

agregado (Tripathi et al., 2018; Becker., 2015).

Tabla 1. Exopolisacáridos de importancia industrial, organismos que los producen y aplicación.

EPS Organismo Aplicación Referencia

Xantano Xanthomonas Preparación de alimentos, Vicente  et  al.,
campestri cosméticos, pinturas, adhesivos 2018

Dextrano Leuconostoc spp Extensor de plasma sanguíneo y Ates et al., 2015
Streptococcus spp medios de cromatografía

Gelano Sphingomonas Industria alimentaria, Zia et al., 2018
paucimobilis farmacéutica, uso antifúngico y

antimicrobiano.

Emulsano Acinetobacter Industria   petrolera.   Disminuye Rubinovitz et al.,
calcoaceticus viscosidad del crudo 1982.

Alginato Azotobacter Fertilizantes, desecación, Suresh K et al.,
vinelandii 2007

Succinoglicano Sinorhizobium Industria petrolera Becker 2015
meliloti
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La  capacidad  que  tienen  los  EPS  de  estabilizar  emulsiones  así  como  su

viscosidad,  les  permite  tener  un  amplio  rango  de  aplicaciones  en  la  industria

cosmética, farmacéutica y alimentaria (Song et al., 2019; Chikkanna et al., 2018;

Mata et al., 2008).

2.3 Ruta de biosíntesis de exopolisacáridos.

Los mecanismos generales para la producción de polisacáridos bacterianos en las

bacterias  Gram  (-)  se  realizan  por  3  vías  de  síntesis;  la  vía  dependiente  de

Wzx/Wzy, vía dependiente de transportador ABC y la vía dependiente de sintasa

(figura 3). Los precursores para iniciar la biosíntesis son transformados dentro de

la célula por enzimas produciendo azúcares activados (Ates., 2015, Schmid et al.,

2015).

En la vía dependiente de Wzx/Wzy los azúcares activados o unidades repetidas se

unen  en  una  secuencia  específica  mediante  glicosiltransferasas  (GTs)  y  son

translocadas a través de la membrana interna por la proteína Wzx (flipasa),  la

polimerización  ocurre  en  el  espacio  periplasmático,  posteriormente,  esta  es

exportada por la proteína Wzy a la superficie celular (Islam y Lam.,  2014).  La

transportación  del  periplasma  a  la  superficie  celular  se  lleva  por  medio  de

proteínas co-polimerasas de polisacárido  (PCP)  y  proteínas de exportación  de

polisacáridos (OPX) (Schmid et al., 2015).

La vía dependiente del transportador ABC se encuentra presente principalmente

en la biosíntesis de los polisacáridos capsulares (CPS), estos son ensamblados

por medio de GTs en el citoplasma de la membrana interna (Ates., 2015; Schmid

et al., 2015; Islam y Lam., 2014). La exportación hacia la membrana externa se

realiza por medio de los transportadores ABC insertados en la membrana interna y

las proteínas periplasmáticas como las PCP y las OPX. Una de las características

principales de esta vía es que llevan un glicolípido conservado (Schmid  et al.,

2015).
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La vía dependiente de la sintasa, esta pasa polímeros completos a través de la

membrana celular, siendo dependiente de una flipasa para poder translocar las

unidades repetidas (Schmid et al., 2015).

Figura 3.Diferentes vías de síntesis de EPS. I) Vía dependiente de Wzx/Wzy, II) vía 
dependiente de transportador ABC, III) vía dependiente de sintasa. (Schmid et al., 2015)

2.4 Genes implicados en la biosíntesis de exopolisacáridos.

En la  producción  de  EPS,  los  genes  responsables  incluyen  la  síntesis  de  los

precursores  o  síntesis  de  azúcares,  la  síntesis  de  unidades  de  repetición  de

oligosacáridos, el ensamblaje de las unidades del polisacárido (polimerización) y la

exportación del producto (Ates., 2015; Becker., 2015). Estos genes involucrados

en  la  biosíntesis  de  los  EPS se  encuentran  principalmente  en  el  cromosoma

bacteriano, sin embargo se ha demostrado que también pueden encontrarse en

plásmidos (Harding et al., 1993). La información para la biosíntesis de los EPS se

encuentra organizada en clústers (Tripathi et al., 2018) (Figura 4). Existen diversos

EPS, el xantano es uno de los más estudiados y se han logrado identificar genes

involucrados en las  4  etapas de  la  ruta  metabólica,  la  cual  posee 12  marcos

abiertos de lectura (Vicente et al., 2018; Becker., 2015; Harding et al., 1993).
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Figura 4.Comparacion de clúster de genes de algunos EPS en distintas bacterias (modificada
de Schmid et al., 2015)

Otro de los EPS estudiados es el alginato el cual tiene asociado un clúster de 23

genes (Muhammadi y Ahmed.,  2007). Sin embargo aunque se han descrito los

clústers de genes de EPS de importancia comercial,  existen otros que se han

encontrado por medio de la secuenciación y análisis completo del genoma, como

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 2038 (Hao et al, 2011), Zunongwangia

profunda  SM-A87, Pseudoalteromonas  sp  SM9913  (Ates et  al.,  2015).  El

aislamiento de bacterias de aguas profundas como Alteromonas macleodii (Ates.,

2015)  e  Idiomarina  loihiensis han  demostrado  la  presencia  de  clústers  de  los

genes de biosíntesis de EPS (Huo et al., 2004).

2.5 Bacterias marinas productoras de EPS.

Debido a  la  gran diversidad de bacterias  marinas,  es  mayor  el  potencial  para

encontrar nuevos y mejores EPS que los existentes actualmente (Casillo  et al.,

2018).  El  ambiente  marino,  es  diverso  en  ambientes  relacionados  con  la

profundidad de los mares y océanos, en donde hay microambientes por ejemplo: a

distintas profundidades los factores como la composición química del agua, la luz,

afectan a las poblaciones de bacterias; en los sedimentos marinos, áreas
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hidrotermales  y  volcánicas,  estos  nichos  suelen  ser  habitados  por  bacterias

mesófilas y extremófilas (Tripathi et al., 2018; Casillo et al., 2018; Poli et al., 2010).

Así,  los  ambientes  marinos albergan  una gran  variedad de bacterias  que han

desarrollado capacidades fisiológicas específicas, encontrándose vías metabólicas

únicas, que no solo les permite sobrevivir a este tipo de ambiente, sino también

desarrollar metabolitos nuevos de interés para la biotecnología (Sran et al., 2019;

Nerurkar  et al.,  2009).  El Golfo de México es un ecosistema con influencia de

actividades humanas que representan factores adicionales que pueden influir en la

composición de diversos macro y micro organismos. La actividad petrolera es una

de  ellas.  La  exploración  y  explotación  petrolera,  en  esta  región,  así  como

emanaciones naturales o accidentales de hidrocarburos podrían ser un factor que

seleccione o afecte a diversas poblaciones de seres vivos así como a factores

fisicoquímicos.

Un  gran  número  de  especies  bacterianas  sintetizan  EPS  con  propiedades

emulsificantes, la mayoría de estos están aislados de ambientes marinos (Poli  et

al., 2010), los cuales son producidos por los organismos que los habitan, existen

muchas  bacterias  que  producen  EPS  como  los  géneros  de  Alteromonas,

Pseudoalteromonas,  Bacillus,  Halomonas  (Poli et  al.,  2010), Pseudomonas,

Rhodococcus,  Vibrio,  Idiomarina  entre otros,  (Casillo et  al.,  2018;  Guezennec.,

2002). Tabla 2. Sin embargo, debido la gran biodiversidad bacteriana en el mar se

espera encontrar nuevos bioemulsificantes (BS) con mejores propiedades a los

conocidos hasta ahora.

Tabla 2. Ejemplos de algunos organismos aislados productores de EPS (tomado de Casillo  et al.,

2018)

Microorganismo Aislado Composición Función y
EPS aplicación

Alteromonas Hipersalina Glc:Man:Rha:Xyl -
hispánica interior 18:63:7:12

Bacillus Aguas termales Manosa -
Halófilo marinas
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Halomonas maura Salina solar Man:Gal:Glc:GlcA Viscoso,
Halófilo 34.8:14:29.3:21.9 pseudoplástico

Pseudoalteromonas Agua de mar Manosa, y ácido pseudoplástico
rutherica urónico

Pseudomonas Sedimentos GlcN:Rha:Glc:Man Biofilm,
stutzeri marinos 35.4:28.6:27.2:8.7 antioxidante.

2.5.1 Género Idiomarina.

La familia idiomarinaceae pertenece a la clase de las Gammaproteobacterias; esta

fue propuesta por Ivanova y colaboradores en el año 2000, consolidada como tal

en el año 2004 (Zachariah y Das., 2017; Zhang et al., 2012). Crece en ambientes

salinos  como  aguas,  sedimentos,  salinas  solares  y  humedales  hipersalinos,

requiere Na+ para su crecimiento (Liu et al., 2018), excepto Idiomarina xiamensis

(Liu et al., 2018; Wang et al., 2011), contiene 28 especies reportadas (Chen C., et

al., 2019). Se les considera halófilas moderadas de acuerdo a la concentración de

sal que necesitan para crecer (5-20%) (Liu et al., 2018: Gu et al., 2017).

Los miembros de esta familia son bacilos Gram (-) cortos ligeramente curveados

con  un  tamaño  entre  0.3-0.9  µm a  0.8-3.5  µm (Yoon  et  al.,  2006)  Figura  5,

estrictamente aerobios, (Zachariah y Das., 2017; Zhang et al., 2012; Wang et al.,

2011; Donachie et al., 2003). Pueden crecer en un amplio rango de temperatura

que va desde los 4 a los 42°C (Liu.,  et al 2018; Jean  et al., 2009; Yoon  et al.,

2006).

Figura 5. Imagen microscópica de Idiomarina loihiensis. (Donachie et al., 2003)
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Son positivas para pruebas bioquímicas de catalasa, oxidasa, (Zachariah y Das.,

2017; Zhang et al., 2012; Wang et al., 2011; Donachie et al., 2003) lipasa, ureasa,

β-galactosidasa, fosfatasa alcalina, esterasa, aminopeptidasa (Wang et al., 2011).

Pueden reducir nitrato a nitrito (Wang et al., 2011), aunque no todas poseen esta

capacidad (Donachie  et al.,  2003).  Utiliza como fuentes de carbono la alanina,

prolina, glicerol, Tween 40 y Tween 80 (Donachie et al., 2003), entre otros.

2.5.2 Idiomarina y la producción de EPS.

Idiomarina es un género que ha sido poco estudiado en la producción de EPS, en

el 2008 Mata y colaboradores caracterizaron los exopolisacáridos de dos especies

de Idiomarina, ramblicola y fontislapidosa, las cuales fueron crecidas en un medio

con 7.5% de NaCl y 1% de glucosa, se observó que los EPS fueron sintetizados

en la fase estacionaria.

Tabla 3. Ejemplos de dos especies del género Idiomarina productores de EPS (Mata et al., 2008)

Origen Composición de EPS Función y aplicaciones

Idiomarina Laguna Glc, Man, Xyl, Rha Emulsificante y
ramblicola Sulfato y grupos fosfato estabilizantes de metales

Idiomarina Corriente de Glc, Man, Xyl, Rha Emulsificante y
fontislapidosa agua Sulfato y grupos fosfato estabilizantes de metales

En el 2004 Huo y colaboradores secuenciaron y describieron el genoma completo

de  Idiomarina loihiensis y encontraron que posee un único cromosoma circular

(figura 6), de 2839318 pb, con 2640 marcos de lectura abierta, 4 operones de

RNAr y 56 genes de RNAt. In vitro se ha demostrado que puede producir un EPS

viscoso, lo cual fue confirmado al encontrar un clúster con 32 genes (Tabla 4,

Figura  7)  que  codifican  enzimas  involucradas  en  la  síntesis,  modificación,

polimerización y exportación de EPS, de igual manera presenta un clúster para la

formación de biofilm de 17 genes (tabla 5, figura 8).
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Figura 6. Genoma completo en forma circular de Idiomarina loihiensis (Huo et al., 2004)

Tabla 4. Clúster de genes de la biosíntesis de EPS de Idiomarina loihiensis (datos obtenidos de 

NCBI, n. de accesión AE017340)

Ubicación Gen Producto AA kDa
IL0538 A UDP-glucose 6-dehydrogenase 388 43.6
IL0539 B Chain length determinant protein 336 37.7
IL0540 C ABC-type multidrug transport system, ATPase 598 65.3

and permease components
IL0541 D DTDP-D-glucose 4,6-dehydratase 352 39.7
IL0542 E DTDP-glucose pyrophosphorylase 292 32.5
IL0543 F Acetyltransferase, isoleucine patch superfamily 185 20.1
IL0544 G 3-oxoacyl-(acyl carrier protein) reductase, 241 26.2

putative
IL0545 H Predicted pyridoxal phosphate-dependent 380 43

enzyme
IL0546 I Uncharacterized conserved membrane protein 378 44.2
IL0547 J Acetyltransferase, isoleucine patch superfamily 173 18.8
IL0548 K Predicted nucleoside-diphosphate sugar 396 45.1

epimerases
IL0549 L Predicted pyridoxal phosphate-dependent 380 42.4

enzyme
IL0550 M UDP-N-acetylglucosamine 2-epimerase 387 42.2
IL0551 N Sialic acid synthase 357 39.2
IL0552 Ñ Acetyltransferase, isoleucine patch superfamily 213 22.7
IL0553 O Nucleoside-diphosphate-sugar 351 39.5

pyrophosphorylase
IL0554 P CMP-N-acetylneuraminic acid synthetase 236 26.5
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IL0555 Q UDP-glucose:glucosyl LPS a 1,2- 342 39.9
glucosyltransferase

IL0556 R UDP-N-acetyl-D-mannosaminuronate 420 46.4
dehydrogenase

IL0557 S Glycosyltransferase 270 31.1
IL0558 T Glycosyltransferase 373 41.1
IL0559 U UDP-glucose 4-epimerase 336 37.2
IL0560 V Uncharacterized conserved membrane protein 345 39.2
IL0561 W Uncharacterized conserved protein 207 23
IL0562 X Nucleoside-diphosphate-sugar epimerase 308 33.3
IL0563 Y involved in lipopolysaccharide synthesis, sugar 183 20.3

transferase
IL0564 Z Nucleoside-diphosphate-sugar epimerase 351 38.9
IL0565 A1 Polysaccharide biosynthesis/export protein 920 101.4
IL0566 B2 Uncharacterized conserved secreted protein 98 9.4
IL0567 C3 WbfD-like uncharacterized domain involved in 236 26.7

polysaccharide synthesis
IL0568 D4 Fusion of WbfC- and WbfB-like uncharacterized 955 109

domains involved in polysaccharide synthesis
IL0569 E5 Membrane-associated enzyme of 634 69.8

epimerase/dehydratase family, wbfY-like protein

Tabla 5. Clúster de genes para la formación de biofilm de Idiomarina loihiensis (datos obtenidos de 

NCBI, n. de accesión AE017340).

Ubicación Gen Producto Peso aa
kDa

IL0363 AII Type II secretory pathway 33.7 303
component

IL0364 BII Type II secretory pathway 23.1 202
component

IL0365 CII Type II secretory pathway 24.1 211
component

IL0366 DII Type II secretory pathway 12.7 113
component"

IL0367 EII Type II secretory pathway 60.4 557

IL0368 ATPase General secretion pathway 34.5 302
protein, ATPase

IL0369 PM Membrane associated TPR 40 357
repeats containing protein

IL0370 II Type II secretory pathway, 63.8 571
ATPase ATPase

IL0371 FII Type II secretory pathway 46.6 412
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IL0372 GII Predicted Type II secretory 17.2 149
pathway component

IL0373 PP Pilin protein 21.2 201

IL0374 HII Type II secretory pathway, 17.2 170
pseudopilin

IL0375 PilP PilE-like protein 15.4 144

IL0376 PP II Pilin protein 19 173

IL0377 Tfp Tfp-like pilus assembly 30.5 272
protein

IL0378 I  II Type II secretory pathway 15.2 143
component

IL0379 J II Type II secretory pathway 153.9 1431
component

16



Figura 7. Representación del clúster de genes para la síntesis de exopolisacáridos en Idiomarina loihiensis

Figura 8. Representación del clúster de genes para la formación de biofilm de Idiomarina loihiensis
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El análisis de las diferentes enzimas que participan en la ruta de biosíntesis de los

EPS  dependiente  de  las  proteínas  Wzx/wzy,  arrojó  que  existen  diferentes

miembros  del  género  Idiomarina que  poseen  las  enzimas  necesarias  para  la

formación  de  estos  (Tabla  6),  sin  embargo,  una  búsqueda  general  nos  arrojó

diversos genes que podrían estar, adicionalmente, involucrados en la producción

de EPS en el género, (Tabla 7), los cuales fueron descritos en otros géneros para

la producción de EPS.

Tabla 6. Proteínas involucradas en la biosíntesis de EPS en el género Idiomarina por medio de la
de la vía dependiente de Wzx/Wzy.

Proteína Producto Organismo

Wzx Flipasa Idiomarina aestuarii
Idiomarina sediminum

Wzy Polimerasa del polímero Idiomarina báltica
0-antigeno Idiomarina fontislapidosi

Idiomarina báltica
Idiomarina atlántica
Idiomarina halophila

Proteína de exportación del Idiomarina fontislapidosi
Wza Idiomarina sediminum

polisacárido Idiomarina aquimaris
Idiomarina aestuarii
Idiomarina woesei
Idiomarina marítima

Wzb Tirosina fosfatasa Idiomarina halophila

Idiomarina báltica
Idiomarina atlántica

Wzc Tirosina quinasa Idiomarina halophila
Idiomarina fontislapidosi
Idiomarina aquimaris
Idiomarina aestuarii

Proteína determinante de la Idiomarina loihiensis GSL 199
WzzB longitud de la cadena

LPS-O antígeno
Proteína de biosíntesis de Idiomarina zobelli

lipopolisacáridos
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Tabla 7. Proteínas involucradas en la síntesis de EPS en el género Idiomarina, mencionadas 
en otros géneros.

Gene Producto Organismo

exoD Proteína de biosíntesis de Idiomarina sp H105
exopolisacáridos Idiomarina sp. WRN-38

EpsB2 Biosíntesis de exopolisacáridos Idiomarina
polipropilenglucosil fosfotranferasa Idiomarina tainanensis

Idiomarina woesei

EpsB2 Azúcar transferasa Idiomarina xiamenensis
Idiomarina planktonica

YjbH Proteína de biosíntesis de Idiomarina fontislapidosi
exopolisacáridos Idiomarina aquatica
(lipoproteína de membrana externa) Idiomarina ramblicola

Idiomarina sp
Idiomarina báltica
Idiomarina marítima
Idiomarina tainanensis
Idiomarina indica
Idiomarina atlántica

Biosíntesis de exopolisacáridos Idiomarina seosinensis
polipropilenglucosil fosfotranferasa

Biosíntesis de exopolisacáridos Idiomarina xiamenensis 10-D-4
polipropilenglucosil fosfotranferasa Idiomarina planktonica
Azúcar transferasa bacteriana;
pfam02397)

Exopolisacárido capsular Idiomarina woesei
(tirosina quinasa)

GfcC Síntesis de polisacáridos Idiomarina loihiensis
Idiomarina piscisalsi
Idiomarina zobelli
Idiomarina abyssalis

OtnB Proteína determinante de la longitud Idiomarina xiamenensis
de la cadena
LPS-O antígeno
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2.6 Antecedentes directos.

En el  marco del  proyecto  integral  del  Consorcio  de Investigación del  Golfo  de

México (CIGOM), el objetivo de este proyecto global es el de establecer una línea

base de las condiciones biogeográficas de esta área marina para responder en el

futuro  ante  posibles  contingencias  por  derrames de petróleo.  El  laboratorio  de

Biotecnología Ambiental  de la UAEM participa en el  CIGOM. En este proyecto

sitios  seleccionados  en  el  Golfo  de  México  fueron  muestreados  a  distintas

profundidades, incluyendo los sedimentos marinos. Las muestras colectadas se

procesaron  en  el  laboratorio  para  aislar  y  purificar  bacterias  cultivables.  La

identificación de los aislados bacterianos se realiza con un enfoque polifásico. Uno

de los objetivos es aislar y caracterizar bacterias marinas productoras de BS. De

esta forma se han encontrado aislados bacterianos con capacidad de producir BS.

En  particular,  la  cepa  de  Idiomarina sp  B7H2  fue  aislada  e  identificada  de

muestras  de  sedimentos  marinos  con  presencia  de  hidrocarburos  a  1210  m.

Experimentos previos demuestran que presenta una reducción del 25.43% de la

tensión  superficial,  así  como  una  emulsión  del  68.46%.  Adicionalmente,  no

presenta  actividad hemolítica  y  la  prueba de CTAB fue  negativa.  (Bertrand B;

Morales-Guzmán D. Rosas-Galván N. Datos sin publicar).

Tabla 8. Cepas aisladas del Golfo de México en el laboratorio de Biotecnología ambiental-Ceib

Tensión Emulsión Secuencia
Cepa superficial (% Hemólisis CTAB Swarming

(%) Identificada (%)
reducción)

Idiomarina sp 25.43 68.43 - - ++ 99

Enterobacter sp 58.7 47.5 - - + 98

Bacillus sp 40.57 30.33 + - + 97

Pseudomonas sp 32.13 38.2 - + + 99

Thalassospira sp 7.55 71.19 + - + 95

Bertrand, Morales-Guzmán D., Curiel Maciel, etc. (Datos sin publicar)
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III. Justificación.

La tendencia global para la búsqueda de nuevos productos con aplicaciones y

usos novedosos respetando la integridad o estabilidad de los ambientes se ha

visto  impulsada  positivamente  por  los  efectos  del  cambio  climático.  El

descubrimiento de materias primas baratas y renovables como plataforma para la

producción o desarrollo de precursores de energías o materiales verdes son las

nuevas fronteras que están agrupando esfuerzos en el mundo para hacer un uso

eficiente de los recursos tratando de no alterar los balances biogeoquímicos de

nuestro planeta.

Actualmente se estudian cientos de microorganismos provenientes de diferentes

ambientes que se consideran extremos como el marino, con características únicas

que los hacen candidatos idóneos a producir  algún metabolito o molécula que

pueda  tener  interés  y  aplicación  en  la  industria  farmacéutica,  alimentaria,

biotecnológica, petrolera, etc. Una de las dificultades y oportunidades de trabajar

con estos organismos es su manejo en el laboratorio, ya que no todos pueden ser

cultivables,  así  el  primer  reto  es  aislar  de  forma  viable  a  organismos  de  los

distintos nichos que se presentan en el ambiente marino.

Los  exopolisacáridos  poseen  principalmente  actividad  emulsificante,  existen

diversos géneros bacterianos productores de estos, sin embargo aún hay géneros

que han sido poco estudiados en el ámbito como es el género de Idiomarina.
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IV. Hipótesis.

La cepa Idiomarina B7H2 tendrá un clúster de genes el cual estará relacionado 

con la producción de exopolisacáridos con actividad emulsificante.

V. Objetivos.

5.1 Objetivo general.

Caracterizar polifásicamente la cepa Idiomarina B7H2 e identificar los genes 

implicados en la producción de EPS.

5.2 Objetivos particulares.

1) Caracterización polifásica (morfológica, bioquímica y genómica) de la cepa 

Idiomarina B7H2.

2) Obtención del exopolisacárido.

3) Buscar e identificar los genes involucrados en la producción de EPS.
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VI. Metodología

Figura 9. Diagrama del diseño experimental
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6.1 Aislamiento de la cepa.

La  cepa  Idiomarina fue  aislada  de  un  consorcio  B7  crecido  en  petróleo  que

proviene  de  una  muestra  de  sedimento  situado  en  la  región  del  Cinturón  de

Perdido  (coordenadas  25°38'24"  N  95°34'48"  W) en  el  Golfo  de  México.  Esta

muestra  fue  tomada  a  una  profundidad  de  1210  m  con  las  siguientes

características fisicoquímicas: 4.3°C de temperatura, concentración de oxígeno de

6.58 ppm y una concentración de sales de 34.96 pso.

Para su aislamiento se tomó 1 ml de la muestra original de sedimentos, el cual fue

sembrado en 20 ml de medio marino, que contiene 40 g/L de sal marina, 0.5 g/L

de peptona y 0.25 g/L de extracto de levadura y se les agregó 500 µl de aromina.

Los cultivos fueron incubados durante dos meses a 20°C con agitación constante

de 70 rpm (Bertrand et al, datos sin publicar)

Posteriormente, en cajas de medio marino, adicionado con 1 ml de petróleo y 1 ml

de Tween-80, se le añadieron 10, 50, 100 y 200 µl de cultivo, se dejaron crecer a

temperatura  ambiente.  Después  de  4  semanas  se  observó  la  aparición  de

colonias. Para purificar la colonia se realizaron transferencias continuas en medio

sólido hasta obtener colonias homogéneas.

Para su identificación, se realizó una tinción de Gram de la colonia para verificar a

nivel  microscópico la pureza.  Se prepararon criotubos con glicerol  al  20% final

para almacenar la cepa a -80°C. Se preparó el ADN genómico de la cepa y se

mandó  a  secuenciar  la  región  V3-V4  del  gen  ribosomal  16S.  El  servicio  de

secuenciación  de  la  compañía  Macrogen  utiliza  los  primers  universales  para

bacteria:

27F (5’-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’)

1525R (5’-AAAGGAGGTGATCCAGCC-3’)

primer Forward

primer Reverse

Figura. 10 Medio de cultivo con petróleo. Los puntos indican las colonias. (Brandt-Bertrand)

24



6.2 Caracterización polifásica.

6.2.1 Microbiológica.

Medio de cultivo:  Para todos los  parámetros la  cepa de Idiomarina B7H2 se

creció en medio marino (caldo de soya de tripticaseina 30 g/l, dextrosa 2.5 g/l,

extracto de carne 1.2 g/l, sulfato de amonio 1.2 g/l y cloruro de calcio 1.2 g/l y 5 g/l

de sal marina).

6.2.1.1 Caracterización morfológica:

La cepa se sembró en caja con medio marino y se dejó crecer 48 horas a una

temperatura de 25°C, se tomaron en cuenta los siguientes parámetros: forma de la

colonia, bordes, elevación, tipo de superficie, color y consistencia.

6.2.1.2 Tinción de Gram:

Para determinar si era una bacteria Gram negativa o positiva se realizó una tinción

de Gram, para lo cual la cepa se sembró en caja con medio marino y se dejó

crecer 24 horas, posteriormente se tomó una colonia y por medio de calor se fijó

en un portaobjetos para ser teñida por medio de los siguientes pasos:

1. Se añadió cristal violeta, después se incubó 30 segundos y se enjuagó con 

agua destilada.

2. Se añadió lugol, se incubó 30 segundos y se enjuagó con agua destilada.

3. Se colocó alcohol-cetona 70-30% durante 30 segundos y se enjuagó con 

agua destilada.

4. Se añadió safranina durante 30 segundos y se enjuagó con agua destilada, 

posteriormente se dejó secar.

5. Una vez seca la muestra teñida, se procedió a su observación al 

microscopio óptico a 100x.

6.2.1.3 Observación en el microscopio electrónico:

Para la observación de la cepa se hizo un cultivo en 20 ml de medio marino a 160 

rpm, se dejó crecer 12 horas a 25°C y se llevó al servicio de microscopía en el
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Instituto de Biotecnología de la UNAM. Se hizo la preparación con ayuda de la

encargada, la observación se hizo en un microscopio electrónico.

6.2.2 Pruebas Bioquímica (API).

A la  cepa  de  Idiomarina B7H2 se  le  realizaron  las  pruebas  bioquímicas  para

determinar el perfil metabólico y perfil enzimático que presenta, por medio de las

pruebas API 20NE y API ZYM (Biomeriux, Francia).

6.2.2.1 Prueba API 20NE.

Las pruebas API 20NE permiten la identificación de bacilos Gram negativos no

pertenecientes al grupo de las enterobacterias.

1. Se sembró la cepa Idiomarina B7H2 en cajas con medio marino y se dejó

incubando por 14 horas a 25ºC, posteriormente se tomó una colonia aislada

y se colocó en un tubo con 4 ml de solución salina al 0.85%. se le dio vortex

para homogeneizar.

2. Se midió la densidad óptica (DO) hasta alcanzar una turbidez entre 0.08-

0.13 de absorbancia, equivalente al 0.5 McFarland.

3. Se repartieron 5 ml de agua destilada estéril en la cámara de incubación y

se procedió al llenado de la galería. Desde la cúpula NO3 hasta PNPG, con

la mezcla obtenida en el paso anterior.

4. Se abrió una ampolla de API AUX médium, se le agregaron 2 ml de la

solución previa, se homogeneizaron y se llenaron las cúpulas de GLU hasta

PAC.

5. Se dejó incubar por 24±2 horas a 29°C.

6. Pasado el tiempo se hizo la lectura de la galería y se realizaron las pruebas

adicionales  para  su  caracterización  e  interpretación,  posteriormente  se

anotaron los resultados.

6.2.2.2 Prueba API ZYM.

La prueba API ZYM (BioMerieux) es utilizada para la determinación de las 

actividades enzimáticas que puede presentar las bacterias.
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1. La cepa se sembró en cajas con medio marino y se incubó durante 14 

horas a 25ªC.

2. Se tomaron varias colonias aisladas y se colocaron en solución salina al

0.85%, se le dio vortex para homogeneizar .

3. Se midió la DO hasta alcanzar una absorbancia de 1 el  equivalente a 2

McFarland. Se tomaron 65 µl de esta solución y de depositaron en cada

una de las cúpulas que componen la galería.

4. Se repartieron 5 ml de agua destilada estéril en la cámara de incubación y 

se colocó la galería en ella.

5. Se dejó incubar por 4 horas a 29°C.

6. Se hizo la lectura de la galería adicionando una gota del reactivo API ZYM

A y B en cada cúpula y se dejó incubar durante 5 minutos, se realizó la

lectura e interpretación para anotar los resultados.

6.2.3 Análisis genómico.

Se obtuvo el ADN genómico por medio de su extracción con el Kit DNA isolation 

for cells and tissues, ref. 11814770001, Roche-applied -scienc.com.

Procedimiento:

1) La cepa Idiomarina B7H2 fue crecida durante 18 horas a 25°C en 20 ml de 

medio marino al .5% de sales marinas.

2) Se tomaron 1.5 ml del cultivo y se colocaron en un tubo de 1.5 ml 

(triplicado).

3) Se  centrifugaron  a  14000  rpm  2  minutos  (temperatura  ambiente)  para

separar la biomasa, se retiró el sobrenadante y se le dio un vortex para

desprenderla del tubo.

4) Se añadieron 30 µl de proteasa a los tubos.

5) Se adicionaron 450 µl de buffer de lisis y se colocaron 30 minutos a 55°C 

en el thermoblock.

6) Se colocaron de nuevo a temperatura ambiente, se añadieron 20 µl de 

RNAsa y se les dio vortex durante 1 minuto.

7) Se colocaron 30 minutos a 37°C en el thermoblock.
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8) Se retiraron los tubos a temperatura ambiente, se colocaron 10 µl de 

RNAsa (10 µl/mg) y se les dio un vortex durante 1 minuto.

9) Los tubos fueron colocados nuevamente durante 30 minutos a 37°C en el 

thermoblock.

10)Los  tubos  se  retiraron  y  fueron  puestos  nuevamente  a  temperatura

ambiente, se les adicionaron 180 µl de solución para precipitar proteínas y

se les dio vortex durante 1 minuto.

11) Se colocaron los tubos 50 minutos en hielo.

12) Pasado el tiempo se centrifugaron a 14000 rpm 20 minutos.

13) Añadir 473 µl de isopropanol y centrifugar 10 minutos a 14000 rpm.

14)Secar en centrífuga con vacío para quitar los remanentes de etanol durante 

15 minutos.

El ADN de Idiomarina B7H2 purificado fue enviado a la compañía de Macrogen,

utilizando la plataforma de PacBio para la secuenciación de su genoma, una vez

que se obtuvieron los datos, se hizo la anotación del genoma para determinar el

tamaño  e  identificar  los  genes  de  interés,  así  como  otros  de  importancia

relacionados con enzimas o metabolitos. La identificación de genes involucrados

con la producción de EPS se hizo mediante la comparación de genes homólogos

que ya estén reportados en la literatura para otros organismos por medio de las

bases de datos existentes como GenBanck de NCBI por medio de un BLAST y

otros programas como antiSMASH, UNIPROT, KEGG

6.2.4 Tolerancia a la concentración de NaCl.

Para determinar la concentración de NaCl que tolera la cepa Idiomarina B7H2 se

realizó una cinética de crecimiento en 100 ml de medio marino adicionado con

NaCl  (25,  50,  75  y  100  g/l)  a  25°C  y  160  rpm durante  5  días  por  triplicado,

partiendo de un inóculo de 0.05. Se midió cada 24 horas.
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6.2.5 Determinación del rango de temperatura de crecimiento.

Para determinar el rango de temperatura la cepa Idiomarina B7H2 fue crecida en

20  ml  de  medio  marino  a  25°C  a  160  rpm  durante  12  horas  (overnight),

posteriormente se sembró en placas de agar marino al 0.5% de sales marinas, se

incubaron durante 24 horas a 5, 15, 25, 33, 41, 45 y 47°C para determinar el rango

de crecimiento.

6.2.6 Determinación del rango de pH de crecimiento.

Para determinar el rango de pH de la cepa Idiomarina B7H2 fue crecida en 20 ml

(triplicado) de medio marino al 0.5% de sales a 25°C, 160 rpm durante 120 horas,

se tomó muestra cada 24 horas partiendo de una DO de 0.05, se ajustó el pH a 3,

4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 y 11.

6.3 Determinación de la actividad biosurfactante.

Se realizó un cultivo en medio marino, se dejó crecer 48 h a 25°C y 160 rpm, se

realizaron las pruebas de CTAB y actividad hemolítica, las cuales se utilizan como

prueba de screening para la determinación de biosurfactantes.

6.3.1 CTAB:

La  placa  de  agar  con  bromuro  de  cetiltrimetilamonio  (CTAB)  al  0.02%,  es  un

método  para  la  detección  de  biosurfactantes  aniónicos  tipo  glicolípido  y  fue

establecido en 1991 por Siegmun y Wagner.

1. A una placa de agar CTAB se le agregaron 20 µl de muestra 

(sobrenadante, sobrenadante/biomasa y biomasa).

2. Se incuban 48 h a 30°C, al pasar este tiempo se guardaron a 4°C para la 

determinación del color.

La prueba se considera positiva si el halo que se forma alrededor de las colonias

es de color  azul  oscuro,  ocurrida  debido a  la  interacción  de los  componentes

aniónico y catiónico.
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6.3.2 Actividad Hemolítica:

Para la determinación de la actividad hemolítica se utilizó medio marino, 

adicionado con el 5% de sangre.

1. A una placa de agar marino con sangre se le añadieron 20 µl del cultivo.

2. Se incubaron por 48-72 h a 30°C.

Se considera positiva cuando ocurre una hemólisis beta al lisar completamente los

eritrocitos (hemólisis total) y el halo que rodea a las colonias es transparente.

6.3.3 Tensión superficial e índice de emulsión.

Se realizó una cinética de crecimiento durante 9 días por triplicado en 500 ml de

medio marino y se creció a 5°C, 15°C y 25°C a 160 rpm, se partió de una DO de

0.05. Se tomaron 5 ml cada 24 horas, de los cuales se utilizó 1 ml para medir

densidad  óptica  en  un  espectrofotómetro  a  600  nm  y  los  4  ml  restantes  se

centrifugaron a 13000 rpm durante 1 minuto para eliminar biomasa y medir tensión

superficial y emulsión.

6.3.3.1 Tensión superficial.

La tensión superficial  se midió con un tensiómetro de superficie (Krüss modelo

K20S). Se tomaron 4 ml de cultivo libre de células, las cuales se colocaron en un

vissel de vidrio y se tomó el agua como control para calibrar el equipo. Se midió la

tensión superficial en dinas/cm.

6.3.3.2 Índice de emulsión (IE24).

La emulsión es la  mezcla homogénea de dos líquidos inmiscibles entre sí,  un

bioemulsificante estabiliza esta reacción. Para determinar la emulsión:

1. Se tomaron 2 ml del sobrenadante previamente centrifugado para eliminar 

las células y se colocaron en un tubo de ensayo.

2. Se le agregaron 3 ml de queroseno y se agitó en el vortex durante dos 

minutos.

3. Se dejó estabilizar/incubar durante 24 horas.
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El índice de emulsión se calculó dividiendo la altura de la zona emulsionada

entre la altura del líquido total, y se multiplicó por 100 (Modificado de Satpute

et al., 2008).

6.4  Determinación  de  la  temperatura  5,  15  y  25°C  sobre  crecimiento  y

producción de EPS.

Se realizó una cinética de crecimiento en 1.2 L de medio marino al 1% de glucosa

y  0.5%  de  sales,  por  triplicado  a  5,  15  y  25°C,  se  midió  cada  24  horas,

posteriormente se tomaron 10 ml en cada muestra para determinar el crecimiento,

el índice de emulsion IE24 y producción de EPS.

6.5 Obtención del EPS.

Se incubó la cepa Idiomarina B7H2 en 500 ml de medio marino al 0.5% de sales

marinas, se creció durante 120 h a 5, 15 y 25°C, a 160 rpm partiendo de una DO

de  0.05.  La  obtención  del  EPS  se  realizó  por  medio  de  la  modificación  del

protocolo de Mata 2006.

1. Centrifugar 30 minutos a 4200 rpm 4°C para eliminar la biomasa, 

conservando el sobrenadante.

2. Al sobrenadante se le adicionaron 3 volúmenes de etanol frío al 96% y se 

dejaron 15 h a 4°C.

3. Centrifugar 20 minutos a 3500 rpm 4°C y conservar el pellet. Este contiene 

el EPS, el cual se diluyó en tubos cónicos con agua.

4. Posteriormente  fueron  transferidos  a  una  membrana  de  celulosa  y  se

dejaron en diálisis durante 24 horas a 4°C con agitación para la eliminación

de sales.

5. Pasadas las 24 horas se liofilizó durante 48 horas para eliminar los 

remanentes de agua, el producto obtenido es el EPS.
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6.6 Formación de Biofilm.

Para la determinación de la formación de biofilm se modificó el protocolo de Coffey

y Anderson 2014, se utilizaron diferentes cepas del laboratorio de Biotecnología

Ambiental  (E.  coli DH5α  como  control,  Sphingomonas  sp,  Bacillus 12CI,

Enterobacter  27CH y  las  cepas  de Idiomarina  A3H2  y  B7H2),  se  probaron  2

medios de cultivo diferentes (medio marino al 0.5% de sales y el medio M9, ambos

en anexos).

1. Las cepas se crecieron en medio marino a 25°C durante 72 horas (fase 

estacionaria)

2. De estos cultivos se tomaron 100 µl, se añadieron a 20 ml de medio marino 

y se dejaron crecer a 25°C a 160 rpm durante 24 horas.

3. Pasadas las 24 horas se tomaron 10 µl y se diluyeron en 1 ml (1:100).

4. Se tomaron 100 µl y se colocaron por triplicado en una placa de 96 pozos.

5. Se dejaron incubar durante 120 horas a 25°C.

6. Pasado el tiempo las placas se invirtieron para retirar las células y fueron 

enjuagadas dos veces con agua destilada estéril, dejar secar.

7. Se añadieron 150 µl de cristal violeta (0.1%) e incubar durante 10 minutos.

8. Invertir la placa para retirar los líquidos, enjuagar dos veces con agua 

destilada estéril y secar.

9. Si hubo formación de biofilm se formarán halos color violeta, dejar secar 

toda la noche.

10.Añadir 150 µl de ácido acético al 30%, incubar durante 10 minutos, 

homogeneizar y transferir 125 µl a una nueva placa.

11.Medir la DO a 550 nm.

6.7 Experimentos de degradación de hidrocarburos.

Para determinar si la cepa de  Idiomarina B7H2 tiene la capacidad de degradar

hidrocarburos, se realizó una cinética de crecimiento (triplicado), se pesaron 200 µl

de petróleo, los cuales se agregaron como fuente de carbono y se incubaron 30

días.

32



Se creció en un matraz de 20 ml con 10 ml de medio marino a 25°C y 160 rpm, se

centrifugó 10 minutos a 13000 rpm y se obtuvo la biomasa, se diluyó en 1ml de

medio mínimo para determinar la DO a 650 nm.

1. Se colocaron 9 matraces (triplicado del control abiótico, el medio con la 

cepa para tiempo inicial y final).

2. Para el tiempo inicial y final se inició la cinética con 0.05 de DO. Para el 

tiempo inicial, una vez que se tenía la densidad óptica en 0.05.

3. Se procedió a añadir HCL, para inactivar la biomasa y se dejó 24 horas a

4°C, después se le añadió diclorometano y se centrifugó a 4°C durante 25

minutos,  posteriormente  se  recuperó  el  petróleo  pasándolo  por  una

columna, y se recuperó en viales previamente pesados.

4. El control abiótico (sin biomasa) y el cultivo de la cepa, se incubaron 

durante 30 días a 25°C, posteriormente se realizó lo descrito en el paso 3.

5. Una vez que se extrae el petróleo de todas las muestras, se procedió a 

analizarlas en el cromatógrafo de gases.

6. Una vez obtenidos los resultados, se analizaron.
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VII. Resultados y Discusión.

7.1 Caracterización polifásica.

7.1.1 Microbiológica.

Las colonias de la cepa Idiomarina B7H2 presentan una forma circular de 2 mm de

diámetro de color beige y una consistencia cremosa con una elevación moderada

(Figura  11).  Esta  descripción  concuerda  con  la  reportada  por  Donachie  y

colaboradores en el 2003, siendo la única diferencia el tiempo de crecimiento de

24 horas. Las colonias cremosas (Figura 11) suelen ser indicio de producción de

EPS (Sahana y Rekha., 2019; Trabelsi et al., 2015; Mata et al., 2008).

Figura 11. Crecimiento en caja con medio marino 0.5% de sales marinas a las 48
horas 25°C de la cepa Idiomarina B7H2.

7.1.1.1 Tinción de Gram y observación al microscopio.

La tinción de Gram nos demostró que la cepa  Idiomarina B7H2 es una bacteria

Gram negativa (Figura 12), lo cual coincide con todas las especies reportadas de

este género (Zachariah y Das., 2017; Zhang et al., 2012; Wang et al., 2011; Jean

et al., 2009; Yoon et al., 2006; Donachie et al., 2003).
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Figura 12. Bacteria Idiomarina B7H2 Gram negativa vista en un microscopio óptico a 100X.

La observación en el microscopio electrónico determinó que las bacterias tienen

forma de bacilos ligeramente curvados de 0.3-0.6 µm de ancho y 1.8-2.0 µm de

largo y presenta un flagelo polar largo (figura 13), el tamaño entre las especies

varía ampliamente ya que se han reportado desde 0.3-0.9 µm de ancho y de 0.7-4

µm de largo (Hameed et al., 2016: Wang et al., 2011; Ivanova  et al., 2004), son

ligeramente curveadas (Hameed  et al., 2016), móviles que presentan un flagelo

polar largo al igual que muchas de las especies ya reportadas (Hameed  et al.,

2016: Zang et al., 2012; Wang et al., 2011; Donachie et al., 2003).

Figura 13. Microfotografía de Idiomarina B7H2 a las 24 horas, crecido en medio marino al 0.5% de 
sales marinas.
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7.1.1.2 Identificación del género.

La identificación del género se hizo por medio del análisis parcial de las regiones

V3-V4 del gen 16S RNAr de aproximadamente 700 pb con las cuales se obtuvo

una secuencia consenso (anexo 1), posteriormente se hizo un BLAST en el NCBI

y se obtuvo una similitud de 99.56% con otras especies del género  Idiomarina,

obteniéndose  el  árbol  filogenético  (Figura  14)  en  donde  se  puede  observar  y

corroborar que pertenece al género antes mencionado, siendo su pariente más

cercano Idiomarina loihiensis quien presenta reporte de producir EPS (Huo et al.,

2004).

Figura 14. Árbol filogenético del género Idiomarina.
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7.1.2 Caracterización bioquímica.

La  caracterización  bioquímica  por  medio  de  pruebas estandarizadas dio  como

resultado  diferencias  en  algunos  parámetros  en  comparación  a  los  reportados

para otras especies del género (tabla 8), fue positiva en catalasa, oxidasa, (figura

15a y 12b) al  igual que en especies ya  reportadas de  Idiomarina (Zachariah y

Das., 2017; Hameed et al., 2016: Zhang et al., 2012; Wang et al., 2011; Jean et

al., 2009; Yoon et al., 2006; Donachie et al., 2003) reducción de nitratos, tiene la

capacidad de asimilar gluconato potásico, ácido caprico, ácido málico, azúcares

como  D-glucosa,  D-manitol,  maltosa,  los  cuales  pueden  ser  utilizados  como

precursores de la ruta metabólica de los EPS. Se obtuvieron resultados negativos

en la asimilación de L-arabinosa, D-manosa y N-acetil glucosamina, no hidroliza

urea,  a  diferencia  de  las  ya  reportadas  (Anexo  4),  se  pudo  observar  que  la

variedad en los resultados demuestra  la  gran diversidad con la  que cuenta  el

género, por lo tanto es complicado establecer características generales que deban

compartir todos los miembros del género.

De igual manera se analizó otra cepa del género que se tiene en el laboratorio de

Biotecnología Ambiental,  Idiomarina A3H2 aislada también del Golfo de México,

encontrando diferencias notables entre ambas cepas, lo que nos hace suponer

que podrían ser especies diferentes. En la Tabla 8 se recopila la información más

significativa de la cepa  Idiomarina B7H2 y se compara con otros miembros del

género.

a b

Figura 15. a). Pruebas bioquímicas de Catalasa positiva (+) b) 
oxidasa positiva (+) en Idiomarina B7H2.
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Tabla 9. Comparación entre distintas especies del genero de Idiomarina 1) Idiomarina baltica, 2) Idiomarina fostinlapidosi, 3) Idiomarina 
A3H2 y 4) Idiomarina B7H2.

Idiomarina Idiomarina Idiomarina Idiomarina

baltica1 fostinlapidosi 2 A3H23 B7H23

Origen Salina Hábitat hipersalino Golfo de México Golfo de México
Tamaño celular (µm) 0.7-21.6x0.4-0.7 3-4x0.75 ND 1.8-2x0.3-0.6

Reducción de nitratos - - + +
Hidrolisis de Urea + - + -

Catalasa + + + +
Oxidasa + + - +

Asimilación de:
D-glucosa ND + + +
D-manosa + + - -

L-arabinosa + + - -
L-manitol + + - +

N-acetil-glucosamina + + - -
Maltosa + + + +

Gluconato potásico + + - +
Ácido adípico + + - -
Ácido málico - + - +

Citrato trisódico + + - +
Ácido fenilacético + + - -

Actividad enzimática:
Esterasa lipasa (C8) + - + +

Tripsina + + - +
1 Brettar et al., 2003.
2 Martínez-Cánovas et al., 2004.
3 Laboratorio de biotecnología ambiental
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7.1.3 Análisis genómico.

El genoma completo ensamblado de la cepa Idiomarina B7H2 fue determinado por

medio  del  ensamblaje  en  la  plataforma  de  RASS,  es  un  cromosoma  circular

compuesto por 2, 976, 838 pb con un 46.8% en el contenido de G-C. El genoma

contiene 2,775 secuencias que pueden ser candidatas a genes que codifiquen

proteínas, se encontró un número de 68 RNAs (Tabla 9). El análisis por KEGG

indica que la cepa de Idiomarina B7H2 posee genes involucrados en la síntesis de

cofactores, vitaminas, pigmentos (203) esto estaría relacionado a que la cepa al

cultivarse en medio liquido se observa color rosa (Anexo), tiene 8 genes para el

metabolismo de compuestos aromáticos, se encontraron 161 genes involucrados

con el metabolismo de los carbohidratos, lo cual se demostró por medio de las

pruebas API en la utilización de algunos, entre otros de importancia como defensa

(102), factores de virulencia y respuesta a estrés (126). En la Figura 16 se puede

observar  los  resultados  obtenidos  del  análisis.  Al  comparar  el  genoma  de

Idiomarina B7H2 con el de otras especies pertenecientes al género son similares

(Tabla 10).

Tabla 10. Genomas de especies pertenecientes al género Idiomarina.

Idiomarina Idiomarina Idiomarina sp Idiomarina
B7H21 loihiensis2 A28L3 xiamenensis4

Tamaño
del 2976838 pb 2839318 pb 2591567 pb 2899282 pb

genoma

N. de 2775 2722 2299 2673
genes

G+C 46.8% 47.4% 45.5 % 49.48%

1 En este estudio
2Hou et al., 2004.
3 Gupta et al., 2011.
4 Lal et al., 2012
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Figura 16. Mapa circular del genoma de la cepa Idiomarina B7H2

7.1.4 Tolerancia a la concentración de NaCl.

La  cepa  de  Idiomarina B7H2  tiene  la  capacidad  de  crecer  a  diferentes

concentraciones de NaCl. En la gráfica 1 se puede observar que crece desde una

concentración del 2.5% hasta el 10%. A 2.5 y 5% el crecimiento es muy similar

llegando a las 24 horas a la fase estacionaria y a 7.5% a las 48 horas, durante las

primeras 24 horas al 10% se puede observar una fase de adaptación, alcanzando

la  fase  estacionaria  a  las  72  horas.  Distintos  reportes  indican  que  algunas

especies del género pueden crecer en concentraciones desde 0% hasta 15% de

NaCl, con una óptima de 7.5% (Hameed et al., 2016; Wang et al., 2011; Donachie

et al., 2003), sin embargo pueden llegar a crecer hasta 20% (Huo et al., 2004). La

producción  del  EPS puede  verse  influenciada  por  cambios  en  la  salinidad,  al

disminuir o incrementar la producción (Wang et al., 2019). Esta condición de poder

crecer  en  diferentes  concentraciones  de  NaCl  hace  que  se  considere  a  los

integrantes de este género como halófilas (Liu et al., 2018)
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Tolerancia de NaCl a 25°C
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Gráfica 1. Crecimiento de Idiomarina B7H2 en concentraciones 2.5, 5, 7.5 y 10%
de NaCl a 25°C y 160 rpm

7.1.5 Determinación del rango de temperatura de crecimiento.

La cepa Idiomarina B7H2 creció a diferentes temperaturas, se observó que tiene la

capacidad de crecer desde los 5°C hasta los 45°C (Tabla 11) por lo tanto se le

puede considerar como un organismo mesofilo (Liu et al., 2018), esto concuerda

con  lo  ya  reportado  para  otras  especies  del  género,  por  ejemplo  Idiomarina

tyrosinivorans crece en un rango de 20-40°C (Hammed et al., 2016), el cual difiere

con el que se encontró en este estudio para Idiomarina B7H2, con un rango de 5-

45°C. Sin embargo se pudo observar que la morfología de las colonias no es igual

en las diferentes temperaturas (anexo 2).

Tabla 11. Crecimiento de la cepa Idiomarina B7H2 a diferentes temperaturas durante 12 horas. 
(+) se observa crecimiento, (-) no se observa crecimiento.

Temperatura °C Crecimiento

5 +

15 +

25 +
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33 +

41 +

45 +

47 -

7.1.6 Determinación del rango de pH de crecimiento.

La cepa Idiomarina B7H2 se creció en diferente pH, (3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11) a

25°C, se observó que es capaz de crecer en todos los valores de pH ensayados,

sin embargo a menor pH (3, 4, 5) la cepa creció poco, contrario a lo ocurrido a

mayor pH fue incrementando en cuanto a crecimiento (6-10), sin embargo a un pH

de 11 empieza a  decrecer  nuevamente  (Gráfica  2).  La  cepa  Idiomarina B7H2

presenta similitudes con otras cepas, Idiomarina tyrosinivorans (6-9) (Hammed et

al.,  2016), Idiomarina  andamanensis  (6-10)  (Zachariah  y  Das.,  2017),  ambas

presentan un crecimiento óptimo de pH entre 6-9 de manera similar a la cepa de

este estudio (Gráfica 2).

DO 600nm

2.5

2

1.5

1 120 horas

0.5

0
3 4 5 6 7 8 9 10 11

pH

Gráfica 2. Crecimiento de la cepa Idiomarina B7H2 a diferente pH (3-11), a 25°C durante 120
horas a 160 rpm.
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7.2 Determinación de la actividad biosurfactante.

7.2.1 Actividad hemolítica y CTAB.

La prueba de actividad hemolítica dio negativa (figura 17), por lo tanto la cepa no

tiene la capacidad de lisar eritrocitos.

Figura 17. Actividades hemolítica A) aislado del Golfo de México positivo (+) B) 
Idiomarina B7H2 negativa (-). Crecidas en agar sangre.

La cepa Idiomarina B7H2 dio positiva hacia la prueba de agar CTAB después de

las  72  h  a  25°C,  estudios  en  bacterias  halófilas  o  géneros  extremofilos,

demuestran que algunas de ellas tienen la capacidad de sintetizar ácido urónico el

cual posee carga negativa (Wang et al., 2019), lo cual podría estar relacionada a

que la cepa nos diera positiva (Figura 18).

Figura 18. Agar CTAB A) Cepa Idiomarina A3H2 negativo (-) B) Cepa Idiomarina B7H2, después de
72 horas a 25°C. El color azul indica positivo.
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7.2.2 Efecto de la temperatura sobre el crecimiento y la producción de Bs.

Crecimiento: se pudo observar que a 5°C se tiene un tiempo de duplicación más

lento en comparación a 15°C y 25ºC (tabla 12), sin embargo al día 6 alcanza un

crecimiento  muy  similar  a  estos,  en  estudios  de  otras  especies  de  Idiomarina

consideran que aunque tiene un amplio rango de crecimiento, el  ideal para su

manipulación en el laboratorio es entre los 25 y 30°C (Zhang et al., 2012; Wang et

al., 2011; Donachie et al., 2003) como se puede observar en la gráfica 3 coincide

con esto.

Tabla 12. Tiempo de duplicación de Idiomarina B7H2, a las temperaturas de 5°, 15° y 25°C.

5°C 15°C 25°C

Μ 0.0249 hrs-1 0.1423 hrs-1 0.1364 hrs-1

Td 27.86 hrs 4.8710 hrs 5.0817 hrs

Emulsión:  Se determinó que la cepa Idiomarina produce emulsión desde las 24

horas, (Gráfica 3). A 25°C se da la emulsión más alta y va aumentando hasta

llegar al 76% (día 6), posteriormente disminuye hasta el 35%, esto debido a que

conforme pasa el tiempo y su rápido crecimiento empieza a reutilizar los productos

de su metabolismo. A 15°C la emulsión va aumentando conforme el paso de los

días  hasta  llegar  al  punto  máximo  del  72%  y  mantenerse  estable,  a  5°C  la

emulsión va observándose de una manera muy similar a los 15°C en cuanto al

aumento de la misma, hasta llegar a un máximo del 70% y mantenerse ahí. La

presencia de la emulsión podría estar ligada al crecimiento de la bacteria, ya que

presenta  un  comportamiento  muy  similar,  a  excepción  de  los  15°C.  Estudios

previos indican que es en la fase estacionaria donde la mayoría de las bacterias

producen  muchos  de  los  EPS  (Nichols  et  al.,  2005),  sin  embargo  se  puede

observar que presentan emulsión desde la fase exponencial.

Tensión superficial: Se observa que a 5°C y 15°C la tensión no disminuye, y a

25°C disminuye, mientras que en el día 7 vuelve a aumentar lo cual podría estar

dado  por  el  crecimiento  de  la  cepa,  al  consumir  la  fuente  de  carbono.  En  la

literatura se puede encontrar que los bioemulsificadores (BE) no necesariamente
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disminuyen la tensión superficial como lo hace un biosurfactante BS (Rosenberg y 

Ron., 1999), lo cual se comprueba con nuestra cepa.
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Gráfica 3. Efecto de la temperatura sobre el crecimiento y la producción de Bs de la cepa
Idiomarina B7H2 a) 5°C b) 15°C c) 25°C.

7.2.3 Efecto de las temperaturas 5, 15 y 25ºC sobre la producción de EPS.

La temperatura ideal para el crecimiento de la cepa Idiomarina B7H2 es a los 25º

C, el cual concuerda con los rangos óptimos de crecimiento, (Zhang et al., 2012;

Donachie  et al., 2003). Tiene un crecimiento más rápido en comparación de las

otras temperaturas (5, 15°C), sin embargo se ha encontrado que la temperatura

influye en la producción del EPS (Alvarado., 2015). La producción del EPS se da

en la fase estacionaria  del  crecimiento (Ates.,  2015;  Schiano  et  al.,  2003),  sin

embargo,  se  ha  demostrado  que  puede  darse  desde  la  fase  exponencial

(Alvarado.,  2015).  La  temperatura  podría  estar  fuertemente  relacionada con el

comportamiento del EPS.

La cepa Idiomarina B7H2 crece de una forma muy rápida a 25°C, por lo cual se

puede ver que a las 168 horas entra a la fase de muerte, contrario a lo que ocurre

a 15, y 5°C en donde el crecimiento es más lento y la fase estacionaria tarda más

horas. En la gráfica 4c se puede observar cómo a partir de las 24 horas a 25°C

comienza la producción de EPS, lo cual coincide con el índice de emulsión (figura
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19c). Algunos autores afirman que la producción del EPS se ve favorecida por el

crecimiento lento (Sutherland., 2001), como se observa a 5°C. A las 120 h en las

diferentes temperaturas se puede notar que la producción del EPS es muy similar,

con una producción de 0.02 g/30 ml aproximadamente, sin embargo, se puede ver

que se comporta de diferentes maneras a lo largo del tiempo, existen reportes

donde se sabe que al  EPS pueden estar  unidas proteínas las cuales también

tienen la capacidad de emulsificar (Moriello et al., 2003), pudiendo atribuirle a esto

la variación en su comportamiento.
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Producción de EPS a 25°C
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Gráfica 4. Efecto de la temperatura sobre el crecimiento y la producción de EPS de la cepa
Idiomarina B7H2 a) 5°C b) 15°C c) 25°C.

a

b

c

Figura 19. Emulsiones obtenidas durante las cinéticas de producción del EPS cada 24 horas, a) 5°C
b) 15°C c) 25°C
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7.3 Obtención del exopolisacárido (EPS).

La  síntesis  del  EPS  se  puede  correlacionar  con  el  hecho  de  que  la  cepa

Idiomarina  B7H2  es  Gram  (-)  con  la  presencia  de  los  transportadores

membranales  descritos  para  este  grupo  bacteriano,  los  EPS  utilizan  la  vía

dependiente de Wzx/Wzy, del transportador tipo ABC y la de sintasa (Ates., 2015;

Schmid et al., 2015).

En la observación de la cepa al microscopio electrónico se pudo notar claramente

una  red  unida  a  la  membrana  de  la  célula  (Figura  20),  estudios  previos  han

demostrado que existen moléculas que se encuentran unidas de una manera débil

a  la  membrana como los  EPS (Sathiyanarayanan  et  al.,  2017),  por  lo  que se

piensa que lo que se observó es un EPS, Mata en el 2006 observó al microscopio

dos especies del  género,  Idiomarina ramblicola y  fostinlapidosi (Figura 21),  los

cuales se asemejan a la encontrada en este estudio. Se ha demostrado que la

mayoría de los EPS se sintetizan en la fase estacionaria y la bacteria los libera al

medio (Wang et al., 2019), como puede verse en las imágenes.

Figura 20. Microfotografía de Idiomarina B7H2, en medio marino líquido al 0.5% de sales marinas a 
25°C y 72 horas de incubación. La flecha indica la ubicación del EPS.
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Figura 21. Imagen de microscopio electrónico de transmisión de Idiomarina ramblicola en medio 
MY liquido al 7.5% (p/v) de sales tras incubación a 120 horas. (Tomado de Mata., 2006)

Basados en los resultados de la cinética de producción, el EPS se incubó hasta

las 120 h (5 días) a 5, 15 y 25°C, se observaron cambios conforme las diferentes

temperaturas, en la tabla 13 se puede observar que a una menor temperatura

(5°C), se presenta una mayor producción de exopolisacárido 0.6045 g/500 ml que

a los 25°C 0.3721 g/500 ml, esto podría estar relacionado con la propiedad que

presentan los EPS de proteger a la bacteria de los factores abióticos como la

temperatura  (Becker.,  2015;  Sutherland.,  2001).  Bacterias  marinas  como

Alteromonas  PRIM-28 del género de Alteromonas,  produce 1.28 g/L de EPS a

32°C y 96 horas, (Sahana y Rekha., 2019).

Se observó que el EPS producido a las temperaturas de 5, 15 y 25°C posee una

textura  diferente  (Figura  22),  lo  que  nos  podría  estar  indicando  que  presenta

diferentes componentes, Alvarado en el 2015 encontró que el EPS producido por

Halomonas no cambia si lo produce a diferentes temperaturas. La textura el EPS

obtenido a 25°C concuerda con lo reportado en donde señalan que se obtiene un

polvo blanco (Mata., 2006). Muchos de los géneros de bacterias marinas tienen la

capacidad de producir  EPS como  Alteromonas,  Halomonas,  Pseudomonas,  los

cuales están bien descritos que sintetizan estos (Sahana y Rekha., 2019).
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Tabla 13. Producción de EPS en Idiomarina B7H2 a las 120 horas, obtenido a las temperaturas de

5, 15 y 25°C en medio marino al 0.5% de sales marinas.

Tº EPS g/500ml

5ºC 0.6045

15ºC 0.3387

25°C 0.3721

a b c

Figura 22. EPS obtenido después de liofilizarlo. a) 5°C, b) 15°C y c) 25°C

Una  vez  obtenido  el  EPS  se  hizo  una  evaluación  para  determinar  si  aún

presentaba la actividad emulsificante, se tomaron diferentes concentraciones del

EPS;  (1-100 mg) y  se diluyó  en 2 ml,  se  pudo observar  que aún presenta  la

propiedad emulsificante y que conforme se incrementa la concentración, aumenta

la  emulsión,  sin  embargo,  a  15  y  25°C  se  nota  un  aumento  considerable

alcanzando cerca del 80% (Gráfica 8), que es muy similar al porcentaje obtenido

durante la cinética de producción (Gráfica 5).
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Gráfica 5. Emulsiones a 1, 3, 5, 7, 10, 20, 40, 60, 80 y 100 miligramos del EPS
obtenido a las temperaturas 5, 15 y 25°C.

7.4 Formación de biofilm.

La observación al microscopio electrónico dejó ver la unión de dos células y de

igual forma, lo que se piensa es el EPS unido a la membrana (Figura 23), muchas

bacterias sintetizan los EPS para la formación del biofilm (Ates,. 2015; Poli et al.,

2010:  Mata  et  al.,  2008),  estos se ligan principalmente a su protección en los

ambientes  extremos  como  los  halófilos,  al  cual  pertenecen  los  miembros  del

género  Idiomarina (Wang et al., 2019: Liu  et al., 2018). Se observó que la cepa

Idiomarina B7H2 tiene la capacidad de formarlos con diferentes medios de cultivos

(Gráfica 6), sin embargo, en comparación con otras cepas aisladas del Golfo de

México, no presenta una gran síntesis del mismo, como la cepa de Bacillus 12CI,

pero  se  puede  observar  que  es  semejante  a  la  cepa  Idiomarina A3H2,  otras

especies del género de  Idiomarina ya han sido reportados para la formación de

este como Idiomarina loihiensis (Huo et al., 2004).
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Figura 23. Microfotografía de Idiomarina B7H2 uniéndose entre sí por medio de la formación de 
biofilm y secretando EPS al medio.

Formación de biofilm
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Gráfica 6.  Formación de biofilm en diferentes cepas aisladas del Golfo de México, utilizando medio
marino al .5% de sales y el M9. Blanco; medio de cultivo MM al .5% de Sales y M9,  E. coli DH5α,
Bacillus 12CI, Enterobacteria 27CH, Sphingomonas, e Idiomarina A3H2 y B7H2.

Figura 24. Placa de 96 pozos, incubada durante 120 horas con las diferentes cepas aisladas del Golfo de
México, los halos de color morado indican una producción de EPS.
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El análisis genómico indica que la cepa de Idiomarina B7H2 cuenta con un clúster

de  4  genes  para  la  formación  de  biofilm  (Tabla  14,  Figura  25),  en  donde  al

compararlo  con  el  de  la  cepa  de  Idiomarina  loihiensis (17  genes),  se  puede

observar  que  es  más  pequeño,  sin  embargo,  presenta  proteínas  del  tipo  II  y

prepilin, las cuales se han demostrado en otros géneros que están involucradas

para la formación de biofilm (Sandkvist., 2001).

Tabla 14. Genes de Idiomarina B7H2, involucrados en la producción de biofilm

Ubicación Gen Producto Peso kDa aa

Peg.715 AII Type II secretion pathway 7.1 62
related protein

Peg.716 BII Type II secretion pathway 7.3 64
related protein

Peg.717 PreP Prepilin peptidase dependent 18.2 166
protein B-like protein

Peg.718 PreP Hypothetical protein: 14.7 138
II Prepilin peptidase dependent

protein A-like protein

Figura 25. Representación del clúster de genes involucrados en la producción de biofilm en la cepa
Idiomarina B7H2

7.5 Degradación de hidrocarburos

La cepa  Idiomarina B7H2 tiene la capacidad de utilizar hidrocarburos (petróleo)

como fuente de carbono (Figura 26b), en la literatura solo se ha demostrado que

Idiomarina  xiamenensis  es  capaz  de  poder  utilizar  n-alcanos  e  hidrocarburos

aromáticos policíclicos como fuente de carbono (Lai et al., 2012), sin embargo se

ha demostrado que otras especies pertenecientes a las gammaproteobacterias

aisladas  del  Golfo  de  México  pueden  utilizar  hidrocarburos  como  fuente  de

carbono (Bacosa  et  al.,  2018).  La adaptación de las diferentes  cepas a poder

utilizar hidrocarburos parte en gran sentido de los altos niveles que se puede
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encontrar en el  Golfo de México derivados muchas veces de la contaminación

(Bacosa et al., 2018).

La degradación de hidrocarburos por parte de la cepa Idiomarina B7H2 (Tabla 15)

podría  estar  relacionada con su  capacidad de formar  biofilm,  debido a  que la

formación de estos facilita la disponibilidad de los hidrocarburos para que puedan

ser utilizados (Sachdev y Cameotra., 2013; Das et al., 2008)

Tabla 15. Datos de la degradación de los hidrocarburos por parte de la cepa Idiomarina B7H2
después de 30 días, en medio mínimo a 25°C.

HCT Iniciales [ppm] HCT finales [ppm]

21182 ±1150 16569 ±1456.63

Degradación 21.7779%

a
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b

c

Figura  26.  Perfil  cromatografico  de  la  extracción  de  petróleo  crudo.  a)  control  inicial  de  la  cepa
Idiomarina B7H2. b) cepa Idiomarina B7H2 después de 30 días de incubación. C) Control abiótico de 30
días .
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7.6 Identificación de genes de la cepa Idiomarina B7H2 involucrados en la

producción de EPS.

Estudios previos del género de Idiomarina han demostrado que algunos miembros

como la especie Idiomarina loihiensis, produce exopolisacáridos por medio de un

clúster, que está ubicado en su genoma del gen 538 al 569, con un tamaño de

34863 pb sintetizando 32 genes, los cuales están involucrados en la biosíntesis

del mismo (Figura 7) (Hou et al., 2004).

Otras especies también han demostrado la producción de EPS como Idiomarina

sp Strain 5.13 donde se encontraron 6 genes involucrados en la misma (Sinha et

al., 2017). Sin embargo en otras especies se han encontrado también cluster de

genes involucrados en la producción del EPS como Acinetobacter lwoffii RAG-1

quien produce Emulsan con 22 genes y un peso de 27 kbp (Nakar y Gutnick.,

2001)

El  análisis  del  genoma de la  cepa  Idiomarina  B7H2 nos dio  el  indicio  de  que

presenta el clúster para la síntesis de EPS con una ubicación del gen 458 al 491,

el  cual  está compuesto por 34 genes que estarían involucrados en la síntesis,

polimerización, transportación y exportación de los mismos con una longitud de

39914 pb (Tabla 16, figura 27).

La  comparación  entre  los  clústers  de  ambas  cepas  de  Idiomarina,  arrojó  una

similitud en cuanto al tamaño, así como las proteínas que están involucradas en la

producción del EPS.

La enzima UDP-glucose dehydrogenase (1.1.1.22) se encuentra presente en el

cluster de la síntesis del EPS y es esencial para la síntesis del ácido hialurónico

(AH), el cual es un mucopolisacárido (Salwowska et al., 2016: Chu et al., 2016), se

ha reportado que organismos halófilos tienen la capacidad de sintetizarlo (Wang et

al., 2019), coincidiendo con la prueba CTAB que dio positiva y que es utilizada

para determinar la presencia de este (Salwowska  et al.,  2016),  por lo tanto se

podría  decir  que  una  parte  del  EPS  que  sintetiza  la  cepa  Idiomarina B7H2

correspondería a un ácido hialurónico.
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Figura 27. Representación del clúster de Idiomarina B7H2, donde se tienen los 34 genes involucrados en la biosíntesis del EPS.
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Ubicación Gen Producto pb aa Peso modelado
KDa

Peg.458 A UDP-glucose dehydrogenase 1167 388 43.7
(EC 1.1.1.22)

Peg.459 B Lipopolysaccharide biosynthesis 1002 333 37.7

Peg.460 C Phospholipid-lipopolysaccharide ABC 1797 598 65.4
transporter

Peg.461 D UDP-N-acetylglucosamine 4,6- 1191 396 45.2
dehydratase
(EC 4.2.1.-)

Peg.462 E Bacillosamine/Legionaminic acid 1137 378 42.3
biosynthesis aminotransferase PglE; 4-
keto-6-deoxy-N-Acetyl-D-hexosaminyl-
(Lipid carrier) aminotransferase

Peg.463 F UDP-N-acetylglucosamine 2-epimerase 1164 387 42.6
(EC 5.1.3.14)

Peg.464 G putative transformylase 888 295 33.4

Peg.465 H hypothetical protein 669 222 24.7

Peg.466 I N-acetylneuraminate synthase (EC 1074 357 39
2.5.1.56)

Peg.467 J 4-amino-6-deoxy-N-Acetyl-D- 624 213 21.8
hexosaminyl-(Lipid carrier)
acetyltrasferase
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Peg.468 K D-glycero-D-manno-heptose 1- 1053 350 39.4
phosphate guanosyltransferase

Peg.469 L N-Acetylneuraminate 738 245 27.4
cytidylyltransferase (EC 2.7.7.43)

Peg.470 M UDP-glucose:glucosyl LPS a 1038 345 40.2
1,2-glucosyltransferase

Peg.471 N hypothetical protein 1239 412 48.2

Peg.472 Ñ hypothetical protein 855 284 33.2

Peg.473 O Mobile element protein 219 72 8.3

Peg.474 P Mobile element protein 360 119 13.5

Peg.475 Q Mobile element protein 444 147 17.4

Peg.476 R hypothetical protein 1101 366 41.9

Peg.477 S Glycosyltransferase (EC 2.4.1.-) 1113 370 40.4

Peg.478 T putative glycosyltransferase 849 282 31.9

Peg.479 U UDP-glucose 4-epimerase (EC 5.1.3.2) 972 323 35.3

Peg.480 V Lipid carrier : UDP-N- 549 182 20.3
acetylgalactosaminyltransferase
(EC 2.4.1.-)

Peg.481 W dTDP-glucose 4,6-dehydratase 1056 351 39
(EC 4.2.1.46)
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Peg.482 X Capsular polysaccharide 2766 921 101.5
biosynthesis/export periplasmic protein
WcbA; Capsular polysaccharide export
system protein KpsC

Peg.483 Y hypothetical protein 297 98 9.4 -

Peg.484 Z YjbF outer membrane lipoprotein 720 239 27.1

Peg.485 A1 YjbH outer membrane lipoprotein 2880 959 109.3

Peg.486 B2 Putative epimerase/dehydratase 1905 634 69.7

Peg.487 C3 Glucose-6-phosphate isomerase 1470 489 54.1
(EC 5.3.1.9)

Peg.488 D4 hypothetical protein 636 211 23.9

Peg.489 E5 hypothetical protein 804 267 30.2

Peg.490 F6 3'(2'),5'-bisphosphate nucleotidase 735 244 27.1
(EC 3.1.3.7)

Peg.491 G7 predicted secreted protein 354 117 12.4

Tabla 16. Genes implicados en la producción de EPS en la cepa de Idiomarina B7H
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VIII. Conclusiones.

La cepa Idiomarina B7H2 comparte muchas de las características del género, es

capaz de crecer en temperaturas desde los 4-45°C, tiene la capacidad de utilizar

hidrocarburos  como  fuente  de  carbono,  así  como  una  amplia  gama  de

carbohidratos, produce EPS el cual ha demostrado tener actividad emulsionante y

para su formación se identificó un clúster en el cual están implicados 34 genes,

posee  la  capacidad  de  formar  biofilm  para  el  cual  también  se  encontraron

proteínas implicadas en su formación como las tipo II.  De acuerdo a los datos

obtenidos se ha predicho que el exopolisacárido que produce corresponde al ácido

hialuronico.

Su genoma y el análisis polifásico nos indican que se podría tratar de una nueva

especie aislada del  Golfo  de México  con un cromosoma de 2976838 pb y un

porcentaje  de  46.8% de G-C,  y  un  número de 2775 secuencias  probables  de

genes  con  diversas  funciones  anotadas  o  hipotéticas,  lo  cual  requiere  de  un

estudio más fino para determinar su función.

IX Perspectivas.

● Determinar la composición del EPS por medio de Resonancia magnética.

● Escalar la producción del EPS a nivel reactor.

● Determinar características fisicoquímicas del EPS obtenido y las

aplicaciones que pudiera tener, como la actividad antimicrobiana.
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XI. Anexos

Anexo 1. Determinación del género.

Secuencia consenso de Idiomarina B7H2, la cual se utilizó para la elaboración 
del árbol filogenético.

CCCTAGATGTCACTAGTTGTTCGTGTCATTAAGACGTGAGTAACGCAGCTAAC 
GCACTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGA 
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAAC
GCGAAGAACCTTACCATCCCTTGACATCCAGTGAATTTTTCAGAGATGAATTA 
GTGCCTTCGGGAACACTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGT
TGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTAGTTGC
CAGCACGTAAAGGTGGGAACTCTGGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGG 
AAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGGATGGGCTACACAC
GTGCTACAATGGCGCATACAAAGGGCAGCAAGCCAGCGATGGTTAGCGAATC
TCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAG 
TCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGG 
GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGCTGCACCAGAAGTG 
GTTAGTTTAACCTTCGGGAGAACGATCACCACGGTGTGGTTCATGACTGGGG 
TGAAGTCTAAAAGGGGGGAACCAAAAAAGGTTTGAAAAATTGGCTCAAGGAAA
ACCAAACCAGGGTACCCATCCCACGTTGTACCCTTGAAACCTCCGGTCCCTTT
ACCCGCGAAAAACAGCCACTGTTAAAGGGCCTAACGCTGGAAGAAGGACCCC
CCGAATTAACCAGGGCACTTTCGACATCTCTTCTGCAATTAGCGTTGAGCCGC
CGGTGGGATCGGTCCCGGGTTGTTGCCAATTATATGTGGGTGAGTAAGTCCC 
CCCAACCAAAAACCTCAGCCTGCCACCGCCCGAATTACCCAGAAAAACACAC 
CGCGGGGCCTGCACCCCCTAAGTAAAAAGGGCCCGGGCGTCGGGAACCGC 
CGCCAAAATTTTTTTTCCAGCGGAGGGTACTCCTTTCCCGGGGGCCCCCAAC 
CCAAAAAAAGTTCTAGGGGGGGTCTTGGGGCTTTTTAAAGAAGACCCCCCCC 
TTCACCGTCCTGGGCGACCGGCCCAGCTCCAAAGGGGGTAATCAGGTTATAC
CAGTCCGCGTCTCCATGCGGTCACTTAGTGCGTTAGCTGCGTTACTCACGTC 
TTAATGACACGAACAACTAGTTGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTA
TCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTACCTCAGCGTCAGTCTCTGACCA 
GGTGGCCGCCTTCGCCACCGGTAT
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Anexo 2. Rangos de temperatura de crecimiento.

Crecimiento de la cepa Idiomarina B7H2 en medio marino con 0.5% de 
sales marinas en solido a diferentes temperaturas.

A B

5°C 15°C

C D
25°C 33°C

E F
41°C 45°C
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Anexo 3. Medios de cultivo

Composición de medios de cultivo utilizados en este trabajo.

1)  Medio marino al 0.5% de sales (g/l)

Caldo de soya tripticaseina 30 g/l
Dextrosa 10 g/l
Extracto de carne 1.2 g/l
Sal marina 5 g/l
Sulfato de amonio 1.2 g/l
Cloruro de Calcio 1.2 g/l

2)  Medio M9 g/l (Coffey y Anderson 2014) (Formación de biofilm)

Fosfato disodico (Na2HPO4) 64 g/l
Fosfato monopotásico (KH2PO4) 15 g/l
Cloruro de Sodio (NaCl) 5 g/l
Cloruro de Amonio (NH4CL) 2
Sulfato de magnesio (MgSO4) 1 M
CaCl2 1M 100 ml
Solución glucosa al 20% 20 ml

3)  Medio Mínimo (Sarieta 2014) g/l (Degradación de hidrocarburos)

Na2HPO4 4 g/l
K2HPO4 3.5 g/l
MgSO4 :H2O 0.7 g/l
Extracto de levadura 0.5 g/l
NaCl 10 g/l
Fuente de carbono 10 g/l
(sacarosa o hidrocarburo
NaNO3 0.1 g/l
CaCl2 0.04 g/l

Anexo 4. Caracterización bioquímica

Imágenes de los resultados de las baterías de las galerías API.

Prueba API 20NE de la cepa Idiomarina B7H2

Prueba API ZYM de la cepa Idiomarina B7H2
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Pruebas de oxidasa, donde morado es (+) y amarillo (-)

+ +

Pseudoalteromonas E. coli I. B7H2

Tabla de las diferentes enzimas, se utilizó la galería API ZYM para su 
determinación, utilizando pseudomonas 27853 como control.

Enzima Pseudomonas Idiomarina Idiomarina
27853 B7H2 A3H2

Control - - -
Fosfatasa alcalina + + -
Esterasa (C4) + + +
Esterasas lipasa (C8) + + +
Lipasa (C 14) - - -
Leucina arilamidasa + + -
Valina arilamidasa - + -
Cistina arilamidasa - - -
Tripsina - + -
α-quimotripsina - - -
Fosfatasa acida - - +
Naftol-AS-BI- + + +
fosfosfohidrolasa
α-galactosidasa - - -
β-galactosidasa - - -
β-glucoronidasa - - -
α-glucosidasa - - -
β-glucosidasa - - -
N-acetil-β- - - -
glucosaminidasa
α-mannosidasa - - -
α-fucosidasa - - -
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Tabla de los diferentes sustratos que utiliza la cepa Idiomarina B7H2, se utilizó la 
galería API 20NE para su determinación y Pseudomonas 27853 como control.

TEST Idiomarina Idiomarina Pseudomonas
B7H2 A3H2 27853

Nitrato potásico - + +
L-triptofano - + -
D-Glucosa - - -
L-arginina - + +
Urea - + +
Esculina - - -
Gelatina - + +
4-nitrofenil-βD- - + -
galactopiranosa
D-Glucosa + + +
L-arabinosa - - -
D-manosa - - -
D-manitol + - +
N-acetil- - - +
glucosamina
D-maltosa + + -
Gluconato + - +
potásico
Ácido cáprico + - +
Ácido adípico - - +
Ácido málico + - +
Citrato + - +
trisodico
Ácido - - -
fenilacético
Oxidasa + - +

Imagen del crecimiento de la cepa Idiomarina B7H2 en medio líquido, 
observándose una coloración rosa.
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Anexo 5. Caracterización genómica

Se obtuvo el DNA genómico para mandar a secuenciar a la compañía de 
Macrogen.

Gel de agarosa al 1%, ADN obtenido por medio de su extracción por Kit 
(identificación de género)

Gel de agarosa al 1%, DNA obtenido por medio de su extracción por Kit. 
(Secuenciación del genoma)

ADN 
IB7H2

MP
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