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1. Resumen 

Las arqueas halófilas son microorganismos adaptados a habitar ambientes extremos con 

concentraciones altas de sal. Éstas producen bacterioruberina como pigmento principal, 

un carotenoide de 50 Carbonos con función antioxidante y reductora de radicales libres. 

Los estudios que relacionen el efecto de fuentes de Carbono en la producción de 

bacterioruberina son escasos y enfocados principalmente al género Halobacterium. Se 

realizó un aislamiento de arqueas de la salina de Santa Bárbara, Sonora. Se obtuvieron 

en total 17 cepas de las cuales se seleccionaron 8 para realizar identificación molecular 

y quimiotaxonómica de lípidos, obteniendo 3 géneros: Haloarcula, Halolamina y 

Halorubrum. Todas las cepas son productoras de carotenoides, (bacterioruberina 

principalmente), quinonas y fosfolípidos PG y PGP-Me. El glicolípido S-DGD se encontró 

solamente en Halolamina sp. M3. Se evaluó el efecto de glucosa, ácido glutámico y ácido 

succínico en la producción de pigmentos de una cepa de cada género. La producción de 

carotenoides mejoró significativamente con glucosa en Haloarcula sp. M1 y Halorubrum 

sp. M5 mientras que el ácido glutámico y succínico no tuvieron efecto significativo en 

ninguna de las cepas. Este trabajo evidencia por primera vez la presencia de haloarqueas 

en la salina de Santa Bárbara y aunque el metabolismo de las haloarqueas no ha sido 

completamente elucidado aún, puede llegar a variar entre géneros. 
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2. Introducción 

Los organismos halófilos son especies adaptadas a habitar ambientes hipersalinos, 

desde el 1% de NaCl hasta el punto de saturación. La capacidad de tolerar estas 

concentraciones de sal tan diversas se debe a la necesidad de supervivencia dentro de 

los ambientes salinos tan cambiantes (Souza, Altekar, & D’Souza, 1997). Las arqueas 

halófilas son organismos principalmente aerobios, gram-negativos, quimioorganótrofos. 

Estos organismos representan un modelo de estudio para entender la vida, debido a que 

se encuentran en lugares que se creían inhabitables (Dassarma, 2006).  

La salina de Santa Bárbara es un humedal salado con NaCl como sal principal y conexión 

permanente con el mar, localizado en el municipio de Huatabampo en el estado de 

Sonora, México. En él se encuentra gran diversidad de plantas, aves y mamíferos (Villa 

Andrade, 2012). La evidencia de microorganismos en esta zona incluye bacterias 

halófilas(J. C. C. Corral et al., 2018) y arqueas metanógenas (Vigneron et al., 2015), sin 

embargo, hasta este trabajo no se conocían trabajos que documenten la presencia de 

arqueas halófilas. 

La familia Halobacteriaceae es la representante principal de los halófilos extremos. La 

mayoría de las especies dentro de esta familia comparten la característica de tener un 

color rojo-anaranjado debido a la cantidad de carotenoides (Children, 2001). 

Los carotenoides son compuestos bioactivos con capacidad antioxidante y reductora de 

radicales libres (Mandelli, Miranda, Rodrigues, & Mercadante, 2012a) con gran impacto 

económico, especialmente en las empresas que buscan reemplazar productos altamente 

contaminantes por otros naturales o amigables para el ambiente. Los carotenoides 

producidos por arqueas se sintetizan por medio de la ruta del mevalonato partiendo del 

compuesto Acetil Coenzima-A, el metabolismo completo de estos organismos no ha sido 

completamente elucidado y puede variar incluso dentro de especies dentro del mismo 

género (Sabet, Diallo, Hays, Jung, & Dillon, 2009). Algunas investigaciones han logrado 

incrementar la producción de carotenoides modificando condiciones de cultivo como luz, 

temperatura y agitación, sin embargo, son escasos los estudios que han buscado 

incrementarlo modificando la fuente de Carbono. 
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El pigmento más abundante dentro del grupo de las arqueas halófilas es bacterioruberina 

y sus derivados. La bacterioruberina es un carotenoide de 50 Carbonos con 13 enlaces 

dobles conjugados y cuatro grupos hidroxilo que le confiere función protectora contra la 

radiación y estrés oxidativo (Fontana, Maria, & Bonfim, 2016). También incrementa la 

rigidez de la membrana y aumenta la permeabilidad para el oxígeno y otros compuestos 

para ayudar a soportar las condiciones extremas de salinidad (Fang, Ku, Lee, & Su, 

2010). 

La alta cantidad de dobles enlaces de la bacterioruberina le proporciona mayor capacidad 

antioxidante con respecto a otros pigmentos como el β-caroteno, astaxantina y otros 

carotenoides (Yatsunami et al., 2014, Zalazar, Miró, & Andreina Cesari, 2018). Por otro 

lado, la alta concentración de sal requerida en el medio de cultivo y su tolerancia a un 

alto espectro de temperaturas de las arqueas halófilas suscita su fácil cultivo, 

aumentando aún más el potencial industrial para la producción de bacterioruberina a 

partir de éstos microorganismos. 

La identificación molecular del gen 16s es comúnmente utilizada para los organismos 

procariotas (incluyendo a las arqueas halófilas), sin embargo, debido a su naturaleza 

altamente conservativa, no es suficiente para diferenciar entre especies y puede llegar a 

generar confusión, es por ello que se requiere el uso de otras técnicas de identificación 

como hibridación DNA-DNA, análisis de secuencias multilocus o caracterización de 

lípidos de membrana (Haba, Corral, & Sánchez-porro, 2018). 
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3. Antecedentes 

Ecología de arqueas halófilas 

 

Los ambientes hipersalinos se encuentran distribuidos alrededor de todo el mundo. Éstos 

se forman, entre otras cosas, por la evaporación del agua de mar y aunque son similares 

en sus propiedades, difieren en su composición iónica, en especial en la concentración 

de magnesio y calcio. La cantidad de organismos en ambientes hipersalinos puede ser 

tan alta como en cualquier otro ambiente acuático, la diferencia radica en la baja 

diversidad de especies  debido a que el metabolismo de muy pocos organismos tolera 

estas altas concentraciones salinas (Oren, 1994). 

La mayoría de los organismos halófilos crecen alrededor de 35 a 40°C, requieren para su 

crecimiento aminoácidos y proteínas en su mayoría y carbohidratos en muy pocas 

cantidades (Larsen, 1986). Los halófilos también contienen enzimas que trabajan con las 

altas concentraciones de sal, cuando esta cantidad baja, las enzimas sufren 

desnaturalización (Larsen, 1946). La característica más peculiar de las arqueas, con la 

que difieren del resto de los organismos se sitúa en la membrana, que está compuesta 

por cadenas de lípidos isoprenoides unidos a un glicerol por medio de enlaces éter que 

la hacen mucho más resistentes para poder tolerar grandes rangos de temperatura, pH 

y estrés oxidativo (Kellermann, Yoshinaga, Valentine, Wörmer, & Valentine, 2016). 

En los ambientes extremadamente salinos el oxígeno es escaso, por ello los 

microorganismos han desarrollado capacidades para desplazarse a lugares con niveles 

más altos de oxígeno como la superficie empleando estructuras como flagelos o 

vesículas de gas, que les permiten flotar hacia la superficie, donde el oxígeno es más 

abundante (Oren, 1994).    

Una estrategia que utilizan las halófilas para tolerar altas cantidades de sal es la de 

acumular iones de K+ en el citoplasma para adaptarse al gradiente de concentración de 

sales del medio por medio de un sistema dependiente de energía, conforme van llegando 

a la fase estacionaria, van reemplazando los iones K+ por Na+. (Thombre, Shinde, Oke, 

Dhar, & Shouche, 2016). Otra estrategia es el hecho de contener aminoácidos cargados 

electronegativamente en la parte externa de sus proteínas para su fácil solvatación 
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(Reyes-Martínez & Zavaleta, 2005). La capacidad de tolerar concentraciones de sal tan 

diversas se debe a la necesidad de supervivencia dentro de los ambientes salinos tan 

variables (Souza et al., 1997). 

Carotenoides 

Los pigmentos carotenoides son compuestos lipídicos de naturaleza hidrofóbica 

formados por un esqueleto de 40 a 50 átomos de Carbono. Estas moléculas pueden 

contener diversas estructuras dependiendo de sus dobles enlaces conjugados (Kirti, 

Amita, Priti, Mukesh Kumar, & Jyoti, 2014), peso molecular, terminales cíclicos o 

diferentes grupos funcionales oxigenados. (Naziri, Hamidi, Hassanzadeh, Tarhriz, 

Zanjani, et al., 2014a) El gran número de dobles enlaces les confiere propiedades 

antioxidantes y reductoras de radicales libres de Oxígeno y Nitrógeno (Mandelli, Miranda, 

Rodrigues, & Mercadante, 2012b). Los carotenoides son un grupo de pigmentos 

sumamente importante, contando con más de 750 estructuras diferentes, y siendo los 

segundos más abundantes en la tierra (Britton, 2004) y solamente pueden ser 

sintetizados por microorganismos, hongos y plantas. Los animales no somos capaces de 

sintetizarlos, por ello los debemos adquirir a través de la dieta para utilizarlos como 

precursor para producir retinol (Rodrigo-Baños, Garbayo, Vílchez, Bonete, & Martínez-

Espinosa, 2015). Otra manera de producirlos es sintetizarlos artificialmente, aunque este 

proceso es altamente contaminante por la cantidad de químicos tóxicos no 

biodegradables que son arrojados al ambiente, además tienen efectos carcinógenos, 

especialmente contra las personas involucradas en su producción (Kumar, Shankar 

Vishwakarma, Singh, & Kumar, n.d.). Los pigmentos naturales son preferidos debido a su 

bajo impacto ambiental y a la creciente tendencia de utilizar productos de origen natural. 

Se pueden utilizar varias técnicas para realizar caracterización de estos pigmentos como 

espectrofotometría, cromatografía en capa fina y/o líquida y resonancia magnética 

nuclear. Los carotenoides siguen la ley de Beer-Lambert donde una mayor concentración, 

exhibe mayor absorbancia (Meléndez-Martínez, Britton, Vicario, & Heredia, 2006), la 

cantidad de enlaces conjugados es proporcional a la longitud de onda, mientras mayor 

cantidad de enlaces, mayor será la intensidad del color rojo (Marshall et al., 2007). La 

mayoría de los carotenoides absorben en tres longitudes de onda diferentes, dando lugar 

a un espectro con tres picos (Rodriguez-Amaya & Kimura, n.d.). Los carotenoides más 



9 
 

conocidos y con mayor importancia económica son β-caroteno, astaxantina, cantaxantina 

y luteína (Potential, 2015) 

Bacterioruberina 

El pigmento más abundante dentro del grupo de las arqueas halófilas es la 

bacterioruberina con sus derivados (monoanhidrobacterioruberina, 

bisanhidrobacterioruberina y trisanhidrobacterioruberina) y un gran número de isómeros 

trans y cis como 5-cis-bacterioruberina, 9-cis-bacterioruberina, 13-cis-bacterioruberina, 

15-cis-bacterioruberina, y 5-cis,90- cis-bacterioruberina (Calegari-Santos, Diogo, 

Fontana, & Bonfim, 2016a). Estos son los responsables del color rojizo-rosado 

encontrado en los cuerpos de agua hipersalinos (de la Vega, Sayago, Ariza, Barneto, & 

León, 2016). 

 

 

La bacterioruberina (Imagen 1) es un carotenoide de 50 Carbonos con 13 enlaces dobles 

conjugados y cuatro grupos hidroxilo. El alto número de dobles enlaces y grupos hidroxilo 

le proporciona mayor capacidad antioxidante en comparación con otros carotenoides 

como β-caroteno, luteína y astaxantina (Yachai, 2009). La bacterioruberina es un 

pigmento que realiza varias funciones en las arqueas halófilas, principalmente para 

proteger al ADN contra la radiación (Fontana et al., 2016) y estrés oxidativo. También 

incrementa la rigidez de la membrana y aumenta su permeabilidad, ayudando a poder 

soportar las condiciones extremas de temperatura y salinidad (Fang et al., 2010). La 

síntesis de este pigmento se lleva a cabo por medio de dos precursores, pirofosfato de 

isopentenilo (IPP) y su isómero pirofosfato de dimetilalilo (DMAPP) a través de dos rutas 

metabólicas. La ruta metileritritol fosfato (MEP) conocida como la ruta del no-mevalonato 

(para algunas bacterias y cloroplastos) y la ruta del mevalonato en el caso de las arqueas, 

bacterias y algunas eucariotas,  (Matsumi, Atomi, Driessen, & van der Oost, 2011). 

Imagen 1. Estructura de la bacterioruberina 
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Importancia económica 

Los pigmentos carotenoides son ampliamente utilizados en la industria cosmética, 

farmacéutica, alimentaria y textil. El mercado mundial para los carotenoides fue de $1.44 

billones USD en 2019 y está proyectado un crecimiento de 3.4% anual, de los cuales el 

90% es abarcado por el β-caroteno (Fortune Business Insights, 2019, Berman et al., 

2015).  

Producción de pigmentos por microorganismos 

Las arqueas halófilas están comenzando a ser utilizadas para la producción de pigmentos 

carotenoides. Las ventajas que presentan son su gran posibilidad de mejorar la 

producción de estos pigmentos por medio de manipulación genética o modificando las 

condiciones de su cultivo, la fácil extracción de los pigmentos y el hecho de tener 

concentraciones tan altas de sal que provoca no requerir condiciones asépticas.  

Existen trabajos que demuestran la presencia de pigmentos en haloarqueas, en particular 

dentro del género Halorubrum, el cual contiene bacterioruberina como pigmento principal. 

Naziri cuantificó 11.28 mg/L de carotenoides totales en una cepa de este género aislada 

del lago Urmia, Irán (Naziri, Hamidi, Hassanzadeh, Tarhriz, Zanjani, et al., 2014b). 

Los intentos por incrementar la cantidad de carotenoides producidos cultivando arqueas 

halófilas son escasos, y la mayoría lo han buscado cambiando las condiciones de cultivo. 

Por ejemplo, de la Vega muestra evidencia de que es posible optimizar condiciones de 

cultivo de cepas de Halorubrum, modificando agitación, concentración de sal, luz, 

radiación UV y temperatura para incrementar la producción de pigmento, logrando 

alcanzar 25 mg/L de carotenoides totales (de la Vega et al., 2016). Hasta ahora son pocos 

los que lo han intentado modificando la fuente de Carbono.(Gochnauer, Kushwaha, 

Kates, & Kushner, 1972ª, Fontana et al., 2016) 

La ruta mevalonato (Imagen 2) recibe aproximadamente 80% del carbono de acetyl coA 

producido a partir del medio de cultivo (Oberwinkler, 2011) es decir, la producción de 

acetyl-CoA es proporcional a la actividad de la ruta, y dado que los carotenoides se 

sintetizan por esta ruta (junto con el resto de isoprenoides), se aumenta la posibilidad de 

producción de pigmentos. Algunas arqueas halófilas (como Halobacterium) contienen 

enzimas que permiten a algunos aminoácidos como ácido glutámico, ser incorporadas 



11 
 

directamente al ciclo de Krebs y así, obtener mayor disponibilidad de este compuesto (Ng 

et al., 2000). 

 

 

Asimismo algunas arqueas halófilas utilizan una versión modificada de la ruta Entner-

Doudoroff (ED) para la conversión de glucosa en piruvato, posteriormente un grupo 

carboxilo es removido y Coenzima A se adjunta, dando lugar a Acetil-CoA (Bräsen, Esser, 

Rauch, & Siebers, 2014). Gochnauer utilizó diversas concentraciones de glucosa en 

Halobacterium logrando estimular con 2% la producción de pigmentos (Gochnauer et al., 

1972a). 

Xantophyllomyces denrorhous es un hongo productor de carotenoides, Martínez-Moya 

adicionó ácido succínico al medio de cultivo y éste entró directamente al ciclo de Krebs, 

logrando producir mayor cantidad de carotenoides (Martinez-Moya, Niehaus, Alcaíno, 

Baeza, & Cifuentes, 2015). 

 

 

Imagen 2. Ruta del mevalonato. Ruta de síntesis de los carotenoides en arqueas halófilas. 
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4. Planteamiento del problema 

La información sobre la presencia de microorganismos halófilos en México es escasa y 

hasta ahora no se han encontrado trabajos que documenten la presencia de éstos en la 

zona de la salinera de Santa Bárbara, Sonora.  

La filogenia, metabolismo y papel biológico de las arqueas halófilas es un campo de 

reciente exploración y constantes hallazgos. La mayoría de las investigaciones se han 

enfocado en taxonomía, fisiología y caracterización de pigmentos.  

La bioprospección inmediata de las arqueas halófilas es la producción de 

bacterioruberina por su potencial biotecnológico debido a su origen natural y capacidad 

antioxidante, a pesar de ello, no ha sido aprovechada con fines industriales, por ello es 

preciso buscar alternativas para mejorar su producción, identificando la influencia que 

tienen algunos factores que no se hayan estudiado previamente para la producción de 

pigmentos. 
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5. Justificación 

Es importante conocer la diversidad de microorganismos en diferentes ambientes ya que 

ayuda a explicar la función e importancia que tienen los organismos para la estabilidad 

de los ecosistemas. Este conocimiento puede ayudar a promover la conservación de 

ecosistemas como el de Santa Bárbara. 

También se busca elucidar la influencia que tienen algunos factores en la producción de 

pigmentos carotenoides para su posible aplicación en la industria. 
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6. Hipótesis 

La adición de algunas fuentes de Carbono como ácido glutámico, ácido succínico y 

glucosa influye en la síntesis de pigmentos carotenoides producidos por arqueas halófilas 

aisladas de la salina de Santa Bárbara. 
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7. Objetivos 

 

General 

Efectuar una bioprospección de arqueas halófilas aisladas de la salina de Sta. Bárbara, 

Sonora en función a los pigmentos carotenoides que producen. 

 

Particulares 

-Generar una colección de haloarqueas aisladas de la Salina de Santa Bárbara, Sonora. 

-Identificar de manera molecular y quimiotaxonómica por medio del gen 16s y 

caracterización lipídica a las haloarqueas aisladas. 

-Seleccionar tres cepas productoras de pigmentos y establecer condiciones óptimas de 

crecimiento (Temperatura, pH y salinidad). 

-Evaluar el efecto de ácido glutámico, ácido succínico y glucosa en la producción de 

pigmentos carotenoides en las tres cepas seleccionadas. 
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8. Metodología 

Aislamiento 

Se tomaron 13 muestras de costra de sal y lodo salino a 20 cm de profundidad en 10 

puntos diferentes dentro de un área de 8.2 km2 en la salina en Santa Bárbara, Sonora 

(Imagen 3). Las muestras se mantuvieron en refrigeración hasta su análisis. Se pesó 1 g 

de suelo para mezclar con 9 mL de solución salina al 20% por cada muestra, se agitaron 

suavemente por 10 min y se midió el pH. Se hicieron diluciones 1:10 y fueron sembradas 

en cajas Petri con medio sólido ATCC2185 (20 g/L MgSO4•7H2O, 3 g/L citrato de sodio, 

2 g/L KCl, 5 g/L triptona, 3 g/L extracto de levadura, 100 µL/L elementos traza, 4 M NaCl) 

se ajustó a pH 8 y se incubaron a dos temperaturas diferentes, 37 y 50°C (debido a los 

cambios drásticos de temperatura del lugar) por 10 días. Transcurrido el tiempo de 

incubación se aislaron las cepas con morfología diferente. Las cepas aisladas se 

conservaron a -80°C en el mismo medio líquido adicionando 25% de medio GSW (80 mL 

glicerol, 20 mL agua de mar artificial, 200 µL CaCl2) estéril. 

 
Imagen 3. Mapa del municipio de Huatabampo, México, del estado de Sonora y de la salina de Santa 

Bárbara mostrando los 10 puntos de muestreo. A.- N26°42.421’W109°38.510’, B.- 

N26°42.444’W109°38.475’, C.- N26°42.469’W109°38.468’, D.- N26°42.512’W109°38.469’, E.- 

N26°42.498’W109°38.530’, F.- N26°42.619’W109°38.554’, G.- N26°42.269’W109°38.176’, H.- 

N26°42.175’W109°38.119’, I.- N26°42.167’W109°37.800’, J.- N26°42.240’W109°37.677. Imagen satelital 

tomada de Google maps. 
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Identificación  

 

Identificación molecular 

Para realizar la identificación molecular a nivel género, se realizó una PCR de colonia del 

gen 16s con los iniciadores PARCH340F y ARC915R (O’Connell et al., 2003) los 

fragmentos amplificados fueron secuenciados en ambos extremos y se generaron 

secuencias consenso con el software CLC Main Workbench 8. Se realizó una búsqueda 

de nucleótidos (BLASTn) comparando con secuencias de la base de datos 16S de 

GenBank: 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch

&LINK_LOC=blasthome).  

Para la identificación molecular a nivel especie, se realizó una extracción de ADN 

genómico de las células con GenEluteTM Plant Genomic DNA Miniprep Kit Protocol 

(Sigma-Aldrich) seguido por una PCR del gen 16s con los iniciadores D30 y D56 (Arahal, 

Dewhirst, Paster, Volcani, & Ventosa, 1996) y polimerasa Platinum Taq (Thermofisher) . 

Con el fin de mantener el fragmento íntegro de ARN para una secuenciación más precisa, 

se clonaron los productos de PCR utilizando CloneJET PCR Cloning Kit (Thermofisher) 

y se transformaron en células E. Coli calcio-competentes. Posteriormente se extrajo el 

plásmido y se corrió otra PCR para asegurar la presencia del fragmento. 

Tabla 1.- Iniciadores utilizados para la identificación de arqueas a nivel género (primeros dos) y especie (últimos 
dos). 

 
PARCH340F 5’-CCCTACGGGGYGCASCAG-3’ 

ARCH915R 3’-GTGCTCCCCCGCCAAATTCCT-5’ 

D30 5’-ATTCCGGTTGATCCTGC-3’ 

D56 3’-GYTACCTTGTTACGACTT-5’ 

 

Las secuencias obtenidas del gen 16s se utilizaron para construir un árbol filogenético 

con el método de Maximum Likelihood en el modelo evolutivo MEGA y T92 + 1 con 1000 

boostraps. 

Identificación quimio-taxonómica de lípidos 

Lípidos apolares 
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Se tomaron 2.5 g de liofilizado de células y se colocaron en frascos sellados con 50 mL 

de n-hexano en agitación por 24 h para la extracción de quinonas. Se pasó a un matraz 

redondo pasando por papel filtro y se evaporó en rotavapor 10 min a 40°C. Una vez 

evaporado, se resuspendió en 500 µL de metanol, se cargó en una TLC preparativa de 

sílica 20X10 y se colocó en cámara con fase móvil hexano/acetato de etilo (96:4, v/v). La 

TLC se reveló con luz UV. Las bandas presentes se rasparon, se resuspendieron en 2 

mL de cloroformo y pasaron a un frasco nuevo a través de una pipeta Pasteur con 

algodón, por último, se evaporaron con flujo de Nitrógeno y almacenaron a -20°C.  

Las muestras se analizaron en cromatografía de líquidos con espectrómetro de masas 

(HPLC/MS) en columna RP-18 eluidas en n-hexano/acetato de etilo (99:1, v/v) con flujo 

de 1.0 ml min-1 acoplado a ESI/MS) y con espectro H-NMR Bruker DPX-300 de 300MHz 

del Instituto de química biomolecular de CNR en Pozzuoli, Italia.  

Lípidos polares 

Para la extracción de lípidos polares se tomó la biomasa posterior a la extracción de 

quinonas; se dejó secar y se colocó en frascos sellados con 50 mL de solución 

cloroformo/metanol/agua (65:25:4, v/v) en agitación por 24 h. Se pasó a un matraz 

redondo a través de papel filtro y se evaporó en rotavapor por 10 min a 40°C. Se repitió 

dos veces este proceso con el fin de incrementar la obtención de lípidos polares. Una vez 

evaporados, se resuspendieron en 3 mL de la misma solución y se pasaron a un frasco 

a través de una pipeta Pasteur con algodón para eliminar el exceso de sal. Se evaporaron 

en flujo de Nitrógeno y se almacenaron a -20°C. Posteriormente se resuspendieron en 2 

mL de solución cloroformo/metanol/agua (65: 25: 4, v/v) y se realizó una TLC analítica de 

20X20 con los lípidos extraídos de las 8 cepas. Para revelar la TLC se roció con Ce(SO4)2 

0.1% y calentó a 160°C para apreciar los lípidos polares. En el caso de las muestras que 

presentaron mala migración, se volvieron a pasar por pipeta Pasteur para la remoción de 

sales. Se repitió 3 veces el proceso de la TLC, rociando una con reactivo Dittmer-Lester 

a 100°C para fosfolípidos, otra con α-Naftol a 160°C para glicolípidos y otra con Ninhidrina 

a 160°C para aminolípidos.  
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Por separado se cargó una TLC de 5x10 por cada una de las muestras, utilizando la 

misma fase móvil. Se reveló la mitad de cada una con reactivo Dittmer-Lester y la mitad 

con α-Naftol para detectar la presencia de glico-fosfolípidos. 

Para la hidrólisis de lípidos polares, se tomó la mitad del contenido de los frascos y se 

evaporó con flujo de Nitrógeno. Se agregaron 4 mL de solución metanol/HCl (9:1, v/v) y 

se dejó 12 h a 75°C. Se evaporó con Nitrógeno y se lavó dos veces con 2 mL de metanol. 

Se resuspendió en 1 mL de cloroformo/metanol (1:1, v/v) y se cargaron todas las 

muestras en una TLC 20X20 con fase móvil hexano/acetato de etilo (75:25 v/v) y se reveló 

con Ce(SO4)2 0.1% a 160°C. Una vez confirmada la presencia de todas las bandas, se 

cargó el remanente de cada una de las muestras en TLC 10X20 individuales y se 

rasparon cada una de las bandas. El raspado se pasó a través de una pipeta Pasteur con 

algodón con 2 mL de cloroformo/metanol (1: 1, v/v) y se evaporó con Nitrógeno. Se 

resuspendieron en 1 mL de la misma solución y se cargaron todos, junto con estándares 

de 20 C y 40 C en una TLC 20X20 con la misma fase móvil. 

El restante del contenido de los lípidos polares se usó para comparar con estándares 

glico y fosfolipídicos: 

S-DGD – diglicosil diftatanil éter sulfatado 

PG - 2,3-di-O-fitanil-sn-glicero-1-fosfo-3'-sn-glicerol 

PGP-Me - 2,3-di-O-fitanil-sn-glicero-1-fosfo-(3'-sn-glicero-1'-metil fosfato) 

Y para determinar el tipo de fosfolípidos mediante TLC de dos dimensiones. De cada 

extracto de cepa, se cargó una TLC 10X20 con la muestra, una con el estándar y otra 

con el estándar más la muestra. Los estándares utilizados fueron:  

P4013 –1, 2 Dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfato de sodio 

21979 – Sal disódica de cardiolipina del corazón bovino 

79406 - 3-sn-fosfatidil-L-serina de cerebro bovino 

P4329 - 1, 2 Dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina 

79403 – Sal de sodio fosfatidilinositol 

85615 - Esfingomielina 

50445 – Sal de sodio 1-(3-sn-fosfatidil)-rac-glicerol 
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42566 - 2, 3-Dipalmitoil-sn-glicero-1-fosfocolina 

P3275 - 1, 2-Dipalmitoil-rac-glicero-3-fosfoetanolamina 

P7769 - 1,2-Diacil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina 

Producción de carotenoides a nivel matraz 

Se inocularon frascos de 250 mL con 80 mL de medio de cultivo líquido ATCC2185 en 

condiciones del aislamiento (pH correspondiente con el lugar de muestreo), pero en 

agitación a 200 rpm. Se tomaron muestras de 1 mL cada 24 h durante 6 días, se midió 

densidad óptica a 620 nm y pigmentos carotenoides totales. La extracción del pigmento 

se llevó a cabo con el método modificado de Naziri (Naziri, Hamidi, Hassanzadeh, Tarhriz, 

& Zanjani, 2014) utilizando acetona/metanol 7:3 y evaporando en SpeedVac por 45 min. 

La cuantificación de carotenoides totales se calculó con la ley de Beer-Lambert como lo 

describe Britton (Britton, 1985), leyendo absorbancia a 490 nm y utilizando 2660 como el 

valor correspondiente al coeficiente de absorción de la bacterioruberina en metanol. 

∁(
𝑚𝑔

𝐿
) =

(𝐴490)(𝑉1)(10
5)

(2660)(0.625)(𝑉2)
 

 

 

Para identificar el pigmento principal, se evaporó el solvente y se resuspendió en acetona, 

se realizó un barrido espectrofotométrico de 400 a 600 nm. 

Crecimiento en reactor 

La cepa mayor productora de carotenoides fue elegida para probarla en biorreactor. Se 

inoculó con 10% un reactor con 2 L de medio de cultivo ATCC2185 con pH 8 a 650 rpm, 

flujo de aire de 1 vvm y luz permanente. Se midió crecimiento con densidad óptica y 

carotenoides totales. 

Definición de condiciones óptimas 

Se seleccionó una cepa de cada género y en el caso de Halorubrum, la mayor productora 

de carotenoides para definir condiciones óptimas y posteriormente enriquecerlas con 

fuentes de Carbono. Se inocularon matraces de 125 mL con 40 mL de medio de cultivo 

líquido a 200 rpm con molaridad 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 4.5 y 5 M NaCl, se 

Figura 1.- Fórmula carotenoides totales. A= 

absorbancia, V1= volumen resuspendido. 

0.625= trayecto óptico de microplaca, V2= 

volumen inicial. 
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determinó la DO (densidad óptica) cada 12 h. Fue seleccionada la de mayor DO. Para 

determinar las condiciones óptimas de pH y temperatura se realizó el mismo 

procedimiento, pero a punto final y con valores de pH 4, 5, 6, 7, 8, 9 y 10 y temperatura 

20, 30, 37, 50, 60 y 70°C. 

Enriquecimiento del medio de cultivo con fuentes de carbono 

Por triplicado, se inocularon matraces de 250 mL con 80 mL de medio de cultivo líquido 

ATCC2185 en sus respectivas condiciones óptimas enriquecidos con tres diferentes 

fuentes de carbono: 3.5 g/L de ácido succínico, 3 g/L de ácido glutámico o 10 g/L y 25 

g/L de glucosa a 200 rpm. La concentración de ácido glutámico se tomó con base al 

trabajo de Yokooji con Thermococcus kodakarensis (Yokooji, Sato, Fujiwar, Imanak, & 

Atomi, 2013), el ácido succínico se escogió por el efecto positivo que tuvo en 

Xanthophyllomyces dendrorhous en el trabajo de Martínez-Moya (Martinez-Moya et al., 

2015), la concentración utilizada fue seleccionada con base a un análisis estadístico 

(ANOVA) realizado por Aragón (Aragón, 2019) y las concentraciones de glucosa se 

seleccionaron con base al trabajo de Gochnauer en Halobacterium (Gochnauer et al., 

1972a). 

Se realizó una cinética por 120 horas tomando muestra aproximadamente cada 20 hrs 

para medir crecimiento con DO620 y carotenoides totales. 

Identificación de pigmentos 

Para identificar el pigmento principal, se realizó una extracción de pigmentos a todas las 

cepas, posteriormente se resuspendió en acetona (para así poder compararlo con la 

bibliografía) y se realizó un barrido espectrofotométrico de 400 a 600 nm en un 

espectrofotómentro Biotek Eon Microplate Spectrophotometer (Agilent, CA, EU). 

Análisis estadístico 

El análisis estadístico para probar la significancia de las fuentes de Carbono en la 

producción de carotenoides se llevó a cabo por medio de un análisis de varianza simple 

(ANOVA) con un nivel de confianza del 95%. 
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9. Resultados y Discusión 

 

Aislamiento e Identificación 

La salina de Santa Bárbara está localizada en el municipio de Huatabampo, Sonora a 10 

m sobre el nivel del mar (Imagen 4), pertenece a la provincia fisiográfica costera del 

pacífico. Ésta región es un relieve plano inundado paralelo a la costa cubierto con 

sedimento de aluvión proveniente de la Sierra Madre Occidental (Instituto Nacional de 

Ecología y Cambio climático, 2007). El clima es seco con temperatura promedio de 

23.4°C que va de 0 a 49°C en invierno y verano respectivamente. La precipitación anual 

es de menos de 300 mm, la vegetación está compuesta principalmente de plantas 

halófilas y xerófilas (Ortiz, 2008) y la fauna por una variedad de aves endémicas, reptiles, 

anfibios, felinos y tortugas (Castillo, 2021).  

  

 

En total se aislaron 17 cepas, se fotografió, crioconservó en glicerol y asignó un código a 

cada una de ellas. Se seleccionaron las 8 cepas más pigmentadas para identificar 

(Imagen 5), las 9 cepas restantes (Imagen 6) se conservaron para futuros proyectos. 

 
Imagen 5.- Cepas seleccionadas. Ocho arqueas elegidas por su pigmentación 

y crecidas en medio de cultivo ATCC2185 

Imagen 4.- Salina de Santa Bárbara. Fotografía de uno de los puntos donde se 

realizó el muestreo dentro de la salina. 
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El resultado de la identificación de las cepas se muestra en la tabla 2, algunas de las 

cepas coincidieron con más de una especie de la base de datos. La secuencia consenso 

de cada una de las cepas se encuentra en el Anexo 1. 

Tabla 2.- Identificación molecular de arqueas aisladas de la salinera de Santa Bárbara. 

Código de cepa Especies más cercanas en la 
base de datos GenBank 

Número de 
acceso 

Porcentaje 
de 
similitud 

M1 
CA_13B53 

Haloarcula sp. M1 
Haloarcula salaria 

MW567147 
LN649977.1 

100% 
99.4% 

M2 
Fb21 

Halorubrum sp. M2 
Halorubrum ezzemoulense 

MW567148 
CP034940.1 

100% 
99.3% 

M3 
UAH-SP14 

Halolamina sp. M3 
Haloarchaeon UA-SP14 

MW567149 
HM031393.1 

100% 
99.46% 

M4 
SD683 

Halorubrum sp. M4 
Halorubrum sp. SD683 

MW567151 
LT578362.2 

100% 
99.85% 

M5 
Fb21 

Halorubrum sp. M5 
Halorubrum ezzemoulense 

MW567150 
CP034940.1 

100% 
93.3% 

M6 
Fb21 

Halorubrum sp. M6 
Halorubrum ezzemoulense 

MW567152 
CP034940.1 

100% 
99.85% 

M7 
Fb21 

Halorubrum sp. M7 
Halorubrum ezzemoulense  

MW56567153 
CP034940.1 

100% 
100% 

M8 
E302-1 

Halorubrum sp. M8 
Halorubrum sp. E302-1 

MW567154 
JN196504.1 

100% 
99.17% 

 

Los géneros identificados fueron Haloarcula (cepa M1), Halolamina (cepa M3) y 

Halorubrum (M2, M4, M5, M6, M7, M8 y M9). Algunas de las especies identificadas, a 

pesar de tener el gen 16s casi completamente secuenciado, no coinciden al 100% con 

una única especie o coinciden con más de una. El árbol filogenético muestra que cada 

Imagen 6.- Cepas levemente pigmentadas. El resto de las 17 cepas aisladas de 

salina Santa Bárbara, las cuales fueron crio-conservadas, pero no fueron 

seleccionadas para identificar. 
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aislado podría representar diferentes especies. Por ello en este trabajo las llamamos por 

el género + sp. + el código de cepa.  

 

 

Halorubrum es el género más grande dentro de la clase Halobacteria (Oren, 2018), 

pertenece a la familia Halorubraceae y al orden Haloferacales, las especies son 

pleomórficas, Gram negativas (Oren, 2018) y en acuerdo con lo sugerido por Haba, el 

género Halorubrum se debería dividir tomando en cuenta otros parámetros no 

moleculares (Haba et al., 2018).  

La especie Halolamina sp. M3 está más cercanamente emparentada con Haloarchaeon 

UA-SP14, a pesar de ser una especie no clasificada, tiene más del 98% de similitud con 

especies dentro del género Halolamina, las especies de este género son Gram negativas, 

pleomórficas, heterótrofos aerobios (Cui, Gao, Yang, & Xu, 2011); me atrevo a hipotetizar 

que hay posibilidad de que sea una especie nueva debido al porcentaje de similitud y a 

la gran distancia geográfica que hay con el resto de las especies de Halolamina (China y 

Corea). 

Imagen 7.- Árbol filogenético con el método de Maximum Likelihood basado en secuencias 16s rRNA mostrando 

la relación entre las cepas aisladas y los taxones relacionados. Haloferax mediterranei fue usado como grupo 

externo.  
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El cambio constante en las condiciones del ecosistema, la exposición constante a 

radiación y la alta capacidad de realizar recombinación homóloga (Haba et al., 2018) son 

algunas de las razones que explican la alta tasa de evolución de las arqueas halófilas, 

provocando la gran diversidad en la fisiología de los organismos, incluso dentro del mismo 

género y explica la razón por la cual su clasificación y la elucidación de su funcionamiento 

se torna tan complicado. 

Identificación quimio-taxonómica de lípidos 

Lípidos apolares 

Los resultados de quinonas encontradas por espectrometría de masas (HPLC/MS) (Ver 

Tabla 3) mostraron la presencia de moléculas con pesos de 717 correspondientes a 

Menaquinona-8 (MK-8) en todas las cepas, mientras que M3, M4, M6, M7 y M8 contenían  

moléculas con pesos de 719 Da, correspondiente a Menaquinona-8 hidrogenada 

(H2)(MK-8(H2), esto concuerda con las quinonas encontradas en otros trabajos de 

taxonomía de halófilas de los géneros Haloarcula y Halorubrum (Chen et al., 2018,  

Namwong, Tanasupawat, Kudo, & Itoh, 2011,  Yim et al., 2014). Este es el primer trabajo 

que reporta el contenido de quinonas en Halolamina. En el caso de Halorubrum sp. M5, 

se encontró un peso diferente (733 Da) al resto de las cepas. Este peso corresponde al 

de una metil-menaquinona8 (MMK-8) la cual no es reportada comúnmente pero sí ha sido 

encontrada en Natronobacterium gregoryi, una arquea halófila aislada de Kenia por 

Collins & Tindall (Collins & Tindall, 1987). 

Tabla 3.- Quinonas de las 8 cepas. Peso molecular en Da encontrados MK-8= Menaquinona8, MK-8(H2) = 

Menaquinona8 hidrogenada, MMK-8= Metil-menaquinona8 

Código PM Quinonas 

M1 717 MK-8 

M2 717 MK-8 

M3 717 y 719 MK-8, MK-8(H2) 

M4 717 y 719 MK-8, MK-8(H2) 

M5 717 y 733 MK-8 Y MMK-8 

M6 717 y 719 MK-8, MK-8(H2) 

M7 717 y 719 MK-8, MK-8(H2) 

M8 717 y 719 MK-8, MK-8(H2) 
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En la fig. 2 se muestra el ejemplo de un cromatograma obtenido en la espectrometría de 

masas correspondiente a Halolamina sp. M3, el detalle de todos los cromatogramas se 

encuentra en el Anexo 1. 

 

 

Figura 2.- Resultados HPLC/MS de la cepa M3. A) Cromatograma mostrando dos picos B) 

Espectro de masas del primer pico, con peso correspondiente a MK-8 y C) Espectro de 

masas del segundo pico con peso correspondiente a MK-8(H2) 

A) 

 

 

 

 

 

 

B) 

 

 

 

 

 

C) 
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Los resultados de H-RMN (fig. 3), el espectro muestra señales en 5.1 ppm 

correspondientesa protones olefínicos, 2.18 ppm para anillo metil en en C-2, una señal 

compleja de metilenos alílicos en 2.1 ppm, extremo cis de la cadena metilo en 1.67, trans-

metilos internos en 1.5-1.6 y un pequeño doblete en 3.36 por un metileno alílico junto al 

anillo C-1.  

Collins y Tindall (Collins & Tindall, 1987) encontraron señales similares en el espectro de 

masas de las quinonas. Tales resultados corresponden con los obtenidos en este trabajo, 

confirmando así la presencia de MK-8 en las cepas. 

 

 

 

Lípidos polares 

Los perfiles de lípidos polares de las 8 cepas fueron analizados por cromatografía en 

capa fina (TLC) acomodados de manera que Haloarcula sp. M1 se encuentra en el 

extremo izquierdo, las cepas de Halorubrum sp. (M2, M4, M5, M6, M7 y M8) se 

encuentran al centro y Halolamina sp. M3 en el extremo derecho.  

Figura 3.- Espectro H-RMN. El espectro de la cepa M3 (Halolamina) muestra los 

picos característicos de menaquinona MK-8. 
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Los glicolípidos (Ver Imagen 9) juegan un papel importante en la producción y 

estabilización de la molécula de bacteriorodopsina (Oberwinkler, 2011). Las arqueas 

halófilas tienden a diferir en el tipo de glicolípidos contenidos en la membrana incluso 

entre miembros de la misma familia. En la Imagen 9 se puede apreciar la diferencia del 

contenido de los glicolípidos entre los 3 géneros diferentes, todos los glicolípidos de las 

cepas de Halorubrum y Halolamina sp.M3 presentan la misma migración, mientras que 

el de Haloarcula sp. M1 es mayor, además Halolamina sp. M3 contiene uno extra con 

menor migración. 

Una cepa de cada género se utilizó para la comparación con estándares. La cepa 

Halolamina sp. M3 fue la única en la que se encontró el glicolípido S-DGD (Imagen 10), 

este resultado es congruente con (Zhang, Huo, Zhang, Zhu, & Wu, 2013) al haberlo 

Imagen 8.-  Fosfolípidos. TLC revelada con 

reactivo de Dittmer-Lester mostrando fosfolípidos 

de las 8 arqueas. 

Imagen 9.- Glicolípidos. TLC revelada con α-

Naftol mostrando glicolípidos de las 8 arqueas. 

Imagen 10.- Aminolípidos. TLC revelada con 

ninhidrina mostrando aminolípidos de las 8 arqueas. 
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encontrado también en Halolamina salifodinae y Halolamina salina, su ausencia en 

Haloarcula coincide con la descripción de Torreblanca (Torreblanca et al., 1986) del 

mismo género. En el trabajo de Rocco (Mancinelli et al., 2009) encontraron este 

glicolípido también en el género de Halorubrum pero la producción de lípidos polares 

también depende de las condiciones de cultivo, por lo que no se descarta por completo 

la posibilidad de su contenido en estas cepas. Es posible que este tipo de glicolípido sea 

el componente principal de las vesículas de gas que producen algunas arqueas para 

desplazarse a lugares con más oxígeno (Aharon, 2003). Los resultados también 

mostraron otros glicolípidos no identificados, por lo que se requiere más trabajo para su 

identificación. 

 

 

En comparación con los estándares PG y PGP-Me, estuvieron presentes en todas las 

cepas, coincidiendo con los trabajos taxonómicos de Haloarcula salaria (Namwong et al., 

2011), Halolamina salifodinae y Halolamina salina (Zhang et al., 2013) y Halorubrum 

sfaxense (Trigui, Masmoudi, Maalej, & Dukan, 2011). El PGP-Me es un marcador 

taxonómico, por ello el hecho de ser el fosfolípido más abundante confirma tratarse de 

arqueas halófilas (Corcelli, Lobasso, & Cesare, 2006). Los PGS son indicadores de 

especies de arqueas neutrófilas, su función está relacionada con la actividad de 

citocromo C oxidasa; las alcalófilas carecen de este fosfolípido (Oberwinkler, 2011). 

Imagen 11.- Estándares S-DGD, PG y PGP-Me. La única cepa presentando S-DGD fue 

Halolamina sp. M3, mientras que todas las cepas presentaron PG y PGP-Me. 
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En los resultados de TLC en 2D también se encontró coincidencia en todas las cepas con 

el estándar 50445 (Sal de sodio 1-(3-sn-fosfatidil)-rac-glicerol), este fosfolípido puede 

estar asociado a la molécula de bacteriorodopsina (Aharon, 2003). También se mostró 

un glico-fosfolípido no identificado en las cepas Haloarcula sp. M1, Halolamina sp. M3 y 

Halorubrum sp. M4 el cual sería interesante investigar a fondo porque es común encontrar 

este tipo de lípidos en las arqueas metanógenas pero no en las halófilas (Kates, 1993). 

Los resultados obtenidos en la hidrólisis de lípidos fueron principalmente cadenas 

isoprenoides 20C-20C de membrana (Imagen 12). Misma longitud encontrada en 

diversos trabajos con identificación de lípidos de haloarqueas, a diferencia de otro tipo de 

arqueas, las cuales contienen una monocapa de 40 Carbonos (Namwong et al., 2011), 

(P. Corral et al., 2015). 

 

 

 

Producción de carotenoides 

Cuantificación de carotenoides 

La producción de carotenoides fue evaluada en todas las cepas. La mayor producción se 

desarrolló durante la fase estacionaria, especialmente a las 136 h con excepción de la 

cepa Halorubrum sp. M8, la cual tuvo su producción máxima a las 112 h. El crecimiento 

de las cepas se vio favorecido en aquellas cultivadas a 37°C (Figura 4). Las crecidas a 

45°C (de la M5 a la M8) obtuvieron los valores más bajos de producción de biomasa por 

lo que se puede inferir que la temperatura afecta el crecimiento. 

Imagen 12.- Lípidos polares hidrolizados. Del lado izquierdo los lípidos polares hidrolizados dispuestos 

en una TLC con los estándares en los extremos. Del lado derecho el diagrama de un lípido de 

membrana típico de arquea halófila con los grupos de diferentes colores unidos mediante un enlace 

éter (en azul el glicerol y en amarillo la cadena isoprenoide de 20C que fue separada). 



31 
 

 

 

La cepa Halorubrum sp. M5, a pesar de haber tenido baja densidad óptica con respecto 

a las de 37°C fue la mayor productora de carotenoides, obteniendo 18.98 mg/L a las 136 

h.  

La producción de pigmentos de las cepas crecidas a 37°C (de la M1 a la M4) fue similar 

entre ellas y la cepa M7, también perteneciente al género Halorubrum, resultó ser la 

menor productora con 8.3 mg/L en su producción más alta. 

Con excepción de la cepa M7, Halorubrum fue el género líder en producción de 

carotenoides, mientras que Haloarcula sp. M1 y Halolamina sp. M3 fueron similares y 

relativamente bajas con respecto a las demás. 

La concentración de carotenoides totales del género Halorubrum es ligeramente menor 

en comparación con los valores de De la Vega et al. (de la Vega et al., 2016) en donde 

se emplearon condiciones óptimas y mayor concentración de NaCl (250 g/L), obteniendo 

valores de hasta 25 mg/L de carotenoides totales producidos en el mismo género 

taxonómico. Todo lo anterior se muestra en la Figura 5. 
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Figura 4.- Densidad óptica. Crecimiento con desviación estándar de todas las cepas. 

De la M1 a la M4 crecidas 37°C y de la M5 a la M8 a 45°C. M1 del género 

Haloarcula, M3 del género Halolamina y el resto del género Halorubrum. 
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Barrido espectrofotométrico 

Las 8 cepas seleccionadas demostraron ser productoras de pigmentos carotenoides. 

Según el manual de carotenoides de Britton (Britton, 1985) el barrido de 400 a 600 nm 

mostró los 3 picos característicos de la bacterioruberina (468, 498 y 532) en acetona en 

todas las cepas, no existe un estándar de bacterioruberina, por lo que con esta evidencia 

se puede inferir que este es el pigmento principal (Figura 6).  
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Figura 5.- Carotenoides totales. Valores obtenidos de carotenoides de las 8 cepas 

a 5 tiempos diferentes. 

Figura 6.- Barrido espectrofotométrico. Barrido de los extractos de pigmentos de 

las cepas. Todas muestran los 3 picos característicos de la bacterioruberina en 

acetona (468, 498 y 532). 
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Crecimiento en reactor 

Los resultados del reactor fueron positivos, regularmente al escalar un proceso a 

biorreactor se encuentran una serie de problemas y complicaciones. En el caso de 

Halorubrum sp. M5 se demostró que es posible realizar este escalamiento a nivel piloto 

sin ningún problema e incluso incrementando la cantidad de carotenoides (27.22 mg/L) 

con respecto a crecimiento en matraz (18.98 mg/L). 

 

 

 

Condiciones óptimas  

La especie Halolamina sp. M3 mostró mejor crecimiento a concentración de 4 M de NaCl 

(Figura 6 y 7), mientras que Haloarcula sp. M1  y Halorubrum sp. M5 obtuvieron el mejor 

valor a 3.5 y 4 M NaCl (Figura 8), todas crecieron en todos los niveles de NaCl excepto a 

0, 0.5 y 1 M.  

La razón por la que existe tolerancia a tantas concentraciones de NaCl puede ser debido 

a los ambientes en los que habitan, donde la concentración de sales y el tiempo de 

retención de agua dependen de las condiciones climáticas (Oren, 2002). 
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Figura 8.- Crecimiento de Halolamina sp M3. en diferentes concentraciones de NaCl. 
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Figura 9.- Crecimiento de Halorubrum sp. M5 en diferentes concentraciones de NaCl. 

En el eje de las y la densidad óptica y en el eje de las x el tiempo. 
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Con respecto al pH, se observó crecimiento en las tres cepas a partir de pH 6, hasta pH 

9, esto significa que los tres géneros, además de ser halófilos, también son ligeramente 

alcalófilos por tolerar niveles más altos de pH de 8.5 (Larsen, 1980). En pH 10 se 

muestran valores de densidad óptica que pareciera crecimiento, pero esto solo se debe 

a la misma turbidez que mostraba el medio de cultivo desde el tiempo 0. 

El nivel óptimo de pH fue 8 para Halolamina sp. M3 y Halorubrum sp. M5, correspondiente 

al tomado de las muestras donde se aislaron las cepas (Tabla 4). El óptimo para 

Haloarcula sp. M1 fue de 7. 

Tabla 4.- Efecto del pH en el crecimiento de las cepas. Del lado izquierdo el valor de pH, del lado derecho el 

crecimiento en valores de densidad óptica de las repeticiones promediadas de las 3 cepas a las 72 horas. 

pH Haloarcula sp. M1 Halolamina sp. M3 Halorubrum sp. M5 

4 0.086±0.0765 0.0905±0.0037 0.083±0.075 

5 0.167±0.043 0.08175±0.001 0.06±0.0367 

6 1.027±0.055 0.9595±0.0059 0.353±0.054 

7 1.056±0.002 1.0575±0.032 1.095±0.0104 

8 0.984±0.0341 1.12775±0.0048 1.357±0.0742 

9 0.955±0.0583 1.0395±0.0229 1.332±0.0653 

10 0.225±0.0466 0.21125±0.0093 0.308±0.004 

 

Todas las cepas demostraron ser termo-tolerantes, la temperatura del lugar en donde se 

realizó el aislamiento oscila entre los 34.5°C en verano y -1.5°C en invierno (Sánchez, 

2013), probable razón por la cual las cepas hayan soportado todos los diferentes niveles 

de temperatura. A nivel matraz se observó crecimiento desde 20 hasta 70°C (Tabla 5) 

siendo 37°C el óptimo para Halolamina sp. M3 y Halorubrum sp. M5 y 50°C para 

Haloarcula sp. M1. En 30°C se muestra un valor elevado, pero esto se debe a que, debido 

a la baja disponibilidad de orbitales, fueron los únicos matraces que se sometieron a una 

agitación diferente (250 rpm). Está comprobado que la agitación favorece el crecimiento 

(Calegari-Santos, Diogo, Fontana, & Bonfim, 2016b) pero en los orbitales disponibles, 

200 rpm era la agitación máxima posible. 

Tabla 5.- Efecto de la temperatura en el crecimiento. Del lado izquierdo la temperatura probada con su repetición, del 

lado derecho el crecimiento en valores de densidad óptica obtenida con su desviación estándar. 
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Temperatura Haloarcula sp. M1 Halolamina sp. M3 Halorubrum sp. M5 

20° 0.281±0.0054 0.2145±0.0079 0.273±0.0034 

30° 0.972±0.0124 1.05325±0.0076 0.775±0.0097 

37° 0.945±0.0057 1.16275±0.0092 1.284±0.0034 

50° 0.968±0.0087 1.10925±0.0177 1.11±0.0056 

60° 0.358±0.0033 0.5695±0.0298 0.174±0.041 

70° 0.285±0.0047 0.29225±0.0211 0.324±0.0062 

 

La versatilidad de las cepas para crecer en tan diversas condiciones representa una gran 

ventaja para el cultivo a nivel industrial debido a que puede reducir costos de incubación 

y enfriamiento. 

Enriquecimiento del medio de cultivo con fuentes de carbono 

 

El análisis estadístico mostró aumento en la producción de pigmentos en Haloarcula sp. 

M1 con ambas concentraciones de glucosa con respecto al control, especialmente a 

2.5%, en crecimiento no mostró diferencia significativa con ninguna fuente de Carbono. 

Halolamina sp. M3, a pesar de ser capaz de metabolizar azúcares (Cui et al., 2011), no 

mostró ninguna diferencia con respecto al control tanto en crecimiento como en 

producción de pigmentos. La glucosa también estimuló el crecimiento y la producción de 

pigmentos en Halorubrum sp. M5, pero en este caso 1% fue la concentración en la que 

produjo mayor cantidad. En este último caso la producción de pigmento se vio afectada 

por la adición de ácido glutámico. Las gráficas mostrando los resultados se muestran en 

la Figura 10. 
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No todas las haloarqueas funcionan con el mismo metabolismo, el uso de las rutas 

metabólicas depende tanto de la genética como de la ecología. La asimilación del ácido 

Figura 10- Crecimiento en diferentes fuentes de Carbono. - Gráficas indicando del lado izquierdo el 

crecimiento en densidad óptica y del lado derecho la producción de carotenoides en mg/L. Arriba la 

cepa Haloarcula sp. M1, en medio Halolamina sp. M3 y abajo Halorubrum sp. M5. Horas en el eje de 

las X. 
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glutámico en estos organismos no ha sido completamente elucidado, es por ello que la 

información puede ser confusa, algunos trabajos reportan que puede ser metabolizado 

por Halobacterium salinarum y Haloarcula marismortui (Falb et al., 2008) y otros reportan 

que Haloarcula y Halorubrum son incapaces de crecer en ácido glutámico a menos que 

sean la única fuente de Carbono disponible (Torreblanca et al., 1986). Esta información 

unida a los resultados obtenidos puede significar que el ácido glutámico afecta el 

crecimiento a menos de ser la única fuente de carbono disponible, que la capacidad de 

metabolizarlo varía dependiendo de la especie (incluso especies dentro del mismo 

género), que se puede metabolizar solamente en determinadas condiciones de estrés o 

todo lo anterior. 

El efecto del ácido succínico en la producción de carotenoides no resultó como en 

Xantophyllomyces dendrorhous (Martinez-Moya et al., 2015), aunque poseen rutas 

metabólicas similares, son organismos filogenéticamente alejados. 

El metabolismo en arqueas halófilas es complejo y variable. La glucosa puede ser 

degradada mediante diferentes variantes de la ruta ED (Falb et al., 2008). En algunas 

arqueas como Halobacterium capaces de utilizar glucosa como fuente de carbono, existe 

una curva en la que bajas concentraciones de glucosa estimulan la producción de 

pigmentos y altas concentraciones lo inhiben. En el trabajo de Gochnauer 2% de glucosa 

estimuló ligeramente el crecimiento y considerablemente la producción de pigmento, 

mientras que 4% de glucosa inhibió el crecimiento (Gochnauer, Kushwaha, Kates, & 

Kushner, 1972b). Esta información concuerda con el caso de la producción de pigmentos 

en Haloarcula sp. M1 y con el crecimiento y la producción de pigmento en Halorubrum 

sp. M5, aunque difiriendo en la concentración de glucosa. 

Existe una relación proporcional entre el crecimiento y la producción de carotenoides 

aunque la producción de carotenoides también se puede ver afectada por la fuente de 

carbono del medio de cultivo, ya que se ha demostrado por medio de resonancia 

magnética nuclear que algunas sintetizan sus lípidos isoprenoides a partir 

exclusivamente de aminoácidos y otras de cualquier compuesto orgánico (Oberwinkler, 

2011).  
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10. Conclusión 

 

El presente estudio devela que se encuentran presentes al menos 17 cepas de arqueas 

halófilas en la salina de Santa Bárbara en el estado de Sonora, México de las cuales 8 

fueron identificadas como pertenecientes a tres géneros distintos (Haloarcula, 

Halorubrum y Halolamina) dentro de las familias Halobacteriaceae y Halorubraceae 

arrojando la posibilidad de que la cepa Halolamina sp. M3 sea una nueva especie. 

Además, se demostró que las cepas son productoras de carotenoides, con 

bacterioruberina como pigmento principal, las cepas alcanzan su mayor producción a 

partir de las 136 h y la mayor productora es Halorubrum sp. M5. Esta última cepa es 

posible crecerla en biorreactor para escalar la producción de carotenoides a nivel piloto. 

 Existe una relación proporcional entre el crecimiento y la producción de pigmentos, 

aunque ésta también se puede ver influenciada por factores de estrés y los componentes 

del medio. La adición de glucosa al medio de cultivo ATCC2185 aumenta 

considerablemente la producción de carotenoides en Haloarcula sp. M1 y Halorubrum sp. 

M5. 

Este trabajo incrementa el acervo científico de la ecología del ecosistema salino de Santa 

Bárbara, de la composición lipídica y de las condiciones de cultivo de arqueas halófilas. 

Estos conocimientos sientan las bases para la bioprospección de dichos 

microorganismos para su aprovechamiento. 
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11. Perspectivas 

Al ser un trabajo que abarca diversos temas, arroja muchas perspectivas para 

investigación.  

La identificación molecular dio como resultado probables nuevas especies, para 

confirmar esto se debe realizar un trabajo taxonómico para proponer (en caso de que 

sean) las especies nuevas. 

La bacterioruberina es el pigmento principal en las arqueas halófilas aisladas de la salina 

de Santa Bárbara, sin embargo, no es el único carotenoide producido. Un análisis 

cromatográfico ayudaría a identificar el espectro completo de los pigmentos producidos. 

Es un hecho que la bacterioruberina tiene gran potencial industrial y ofrece ventajas para 

su producción, se recomienda realizar experimentos para definir la estabilidad del 

pigmento para sus posibles aplicaciones, así como buscar medios de cultivo alternos para 

economizar su producción. 

El metabolismo completo de las halófilas continúa sin ser completamente elucidado y al 

parecer, la producción de carotenoides varía en función de la especie. Su caracterización 

es fundamental debido a su posible aplicación biotecnológica y además, por ser un 

modelo de estudio evolutivo con alcances en astrobiología 
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13. Anexo 

1 Secuencias consenso de las 8 cepas 

M1 AGTGTGAGGGCATATAGCCCTCGCTTTTCTGTACCGTAAGGTGGTACAGGAACAAGGACTGGGCAAGACCGGTGCC
AGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGTCCAAGTGATGGCCGATATTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTTGCTGTGTA
AGTCCATTGGGAAATCGACCAGCTCAACTGGTCGGCGTCCGGTGGAAACTACACAGCTTGGGGCCGAGAGACTCAA
CGGGTACGTCCGGGGTAGGAGTGAAATCCTGTAATCCTGGACGGACCACCAATGGGGAAACCACGTTGAGAGACC
GGACCCGACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTGGCTGTAAACAATG
CTCGCTAGGTATGTCAGCGCCATGAGCACGTGATGTGCCGTAGTGAAGACGATAAGCGAGCCGCCTGGGAAGTACG
TCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACCACAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAA
CGCCGGAAATCTCACCGGTCCCGACAGTAGTAATGACAGTCAGGTTGACGACTTTACTCGACGCTACTGAGAGGAG
GTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAGTCAGGCAACGAGCGAGACCCGCACTTCTAGTT
GCCAGCAATACCCTTGAGGTAGTTGGGTACACTAGGAGGACTGCCGCTGCTAAAGCGGAGGAAGGAACGGGCAAC
GGTAGGTCAGTATGCCCCGAATGGACCGGGCAACACGCGGGCTACAATGGCTCTGACAGTGGGATGCAACGCCGA
GAGGCGACGCTAATCTCCAAACGGAGTCGTAGTTCGGATTGCGGGCTGAAACCCGCCCGCATGAAGCTGGATTCGG
TAGTAATCGCGTGTCAGAAGCGCGCGGTGAATACGTTCCCTGCTTCCTTGCACACACCGCCCGTCAAAGCACCCGA
GTGGGGTCCGGAT 

M2 CTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAACACGTGGCCAAACTACCCTTCGGAACACAATACCCT
CGGGAAACTGAGGCTAATAGTGTATACCATACCACCACTGGAATGAGTGGTATGCCAAACGCTCCGGCGCCGAGGG
ATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTATGGGTCATGAGAGTG
AGAACCCAGAGACGGAATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCA
CGACAGTGCGATAGGGGGATCCCAAGTGCACAGGCATAGCGCCTGTGCTTTTCGGTACCCTAAGGCGGTACCAGAA
TAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCAAGTGATGGCCGATCTTATTGGGCC
TAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCGCAAGTCCATCGGGAAATCCACCTGCTCAACAGGTGGGCGCCCGGTAGAAACTG
CGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCC
GATGGCGAAAGCACGTCGCGAGAACGGATCCGACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGATAC
CCGGGTAGTCCTGGCCGTAAACAATGTCTGCTAGGTGTGGCTCCCACTACGAGTGGGTGCTGTGCCGTAGGGAAGC
CGCTAAGCAGACCGCCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACTACAACCG
GAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCAGCATCGACTGTAGTAATGACGATCAGGTTGAT
GACCTTATCCGAGCTTCAGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAGTCAGGC
AACGAGCGAGACCCGCACCCTTACTTGCCAGCAGTACCGCGAGGTAGCTGGGGACAGTAGGGGGACCGCCGTGGC
TAACACGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAGGTCAGTATGCCCCGAATGTGCTGGGCAACACGCGGGCTACAATGG
TCGAGACAAAGGGTTCCAACTCCGAAAGGAGACGGTAATCTCAGAAACTCGATCGTAGTTCGGATTGTGGGCTGCAA
CTCGCCCACATGAAGCTGGATTCGGTAGTAATCGCGTGTCACAAGCGCGCGGTGAATACGTCCCTGCTCCTTGCAC
ACACCGCCCGTCAAAGCACCCGAGTGAGGTCCGGATGAGGCGTACCTCGTACGTCG 

M3 CCATGCTAGTCGCGCGGGTTAGACCCGCGGCGTATAGCTCAGTAACACGTGGCCAAACTACCCTACAGACAGGAAC
AACCTCGGGAAACTGAGGCTAACTCCTGATACGCGTCGACTGTTTGAACACATCGACGCTCAAACGCTCCGGCGCT
GTAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTACGGGTTGTG
AGAGCAAGAGCCCGGAGACGGAATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTAC
ACTGCACGCCAGTGCGATAAGGGGACCCCGAGTGAAAGGGCATATCGCCCTTTCTTTTCTGAACCGTAGGGAGGTT
CAGGAACAAGAGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCAGTAATACCGGCAGCTCGAGTGATGACCGATCTTATT
GGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCGCAAGTCCGTCGGGAAATCCACCCGCTTAACGGGTGGGCGTCCGGCGG
AAACTGTGCGGCTTGGGACAGGAAGGCTCGAGGGGTACGTTCGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGAACGG
ACCGCCGATGGCGAAAGCACCTCGAGAGGACTGATCCGACAGTGAGGGACGAAAGCTGGGGTCTCGAACCGGATT
AGATACCCGGGTAGTCCCAGCCGTAAACGATGTTCGCTAGGTGTGCCACTCACTACGAGTGAGTGGTGTGCCGCAG
GGAAGCCGCTAAGCGAACCGCCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACTA
CAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGTAACCTTACCAGCCCCGACTACGGTGATGACGGCCA
GGTTGATGACCTCGTCACGACGCCGTAGAGAGGTGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGT
TAAGTCAGGCAACGAGCGAGACCCGCGTTCCTAATTGCCAGCATGTCCCTTGAGGATGATGGGTACATTAGGAGGA
CTGCCGCCGCCAAGGCGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAGGTCAGTATGCCCCGAATGGGCTGGGCAACACGCG
GGCTACAATGGCCGAGACAATGGGTCCCAACCCCGAGAGGGGACGGTAATCTCAGAAACTCGGTCGTAGTTCGGAT
TGCGGACTGCAACTCGTCCGCATGAAGCTGGATTCGGTAGTAATCGCATTCCAGGAGAGTGCGGTGAATACGTCCC
TGCTCCTTGCACACACCGCCCGTCAAAGCACCCGAGTGGGGTCCGGATGAGGCCTGTTCACAGGTCGAA 

M4 TGCTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAACACGTGGCCAAACTACCCTTCGGAACACAATACC
CTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTGTATACCATACCACCACTGGAATGAGTGGTATGCCAAACGCTCCGGCGCCGAA
GGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTATGGGTCATGAGA
GTGAGAACCCAGAGACGGAATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACT
GCACGACAGTGCGATAGGGGGATCCCAAGTGCACAGGCATAGCGCCTGTGCTTTTCGGTACCCTAAGGCGGTACCA
GAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCAAGTGATGGCCGATCTTATTGG
GCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCGCAAGTCCATCGGGAAATCCACCTGCTCAACAGGTGGGCGCCCGGTAGAA
ACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGAC
CGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGAACGGATCCGACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAG
ATACCCGGGTAGTCCTGGCCGTAAACAATGTCTGCTAGGTGTGGCTCCCACTACGAGTGGGTGCTGTGCCGTAGGG
AAGCCGCTAAGCAGACCGCCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACTACAA
CCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCGCCAGCATCGACTGTAGTAATGACGATCAGGT
TGATGACCTTATCCGAGCTTCAGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAGTC
AGGCAACGAGCGAGACCCGCACCCTTACTTGCCAGCAGTTCCGCGAGGTAGCTGGGGACAGTAGGGGGACCGCCG
TGGCTAACACGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAGGTCAGTATGCCCCGAATGTGCTGGGCAACACGCGGGCTACA
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ATGGTCGAGACAAAGGGTTCCAACTCCGAAAGGAGACGGTAATCTCAGAAACTCGATCGTAGTTCGGATTGTGGGCT
GCAACTCGCCCACATGAAGCTGGATTCGGTAGTAATCGCGTGTCACAAGCGCGCGGTGAATACGTCCCTGCTCCTT
GCACACACCGCCCGTCAAAGCACCCGAGTGAGGTCCGGATGAGGCGTACTTCGTACGTCGTA 

M5 AGTGCACAGGCATAGCGCCTGTGCTTTTCGGTATCCCTAAGGCGGTACCAGAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGC
CAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCAAGTCATGGCCGATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCG
CAAGTCCATCGGGAAATCCACCTGCTCAACAGGTGGGCGCCCGGTAGAAA-
CTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAAT-
CCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCCGCAGAACGGATCCGACAGTGAGGGACGAAAGCCGAGGGTCTC
GAACCGGATTAGATACCC-
GGGTAGTCCTGGCCGTAAACAAATGTTCTGCTAGGTGTGGCTCCCACTACGAGTGGGTGCTGTGCCGTAAGGGAAA
GCCGCTAAGCAGACCGC 
 

M6 CCATGCTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAACACGTGGCCAAACTACCCTTCGGAACACAAT
ACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTGTATACCATACCACCACTGGAATGAGTGGTATGCCAAACGCTCCGGCGCC
GAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTATGGGTCATG
AGAGTGAGAACCCAGAGACGGAATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTAC
ACTGCACGACAGTGCGATAGGGGGATCCCAAGTGCACAGGCATAGCGCCTGTGCTTTTCGGTACCCTAAGGCGGTA
CCAGAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCAAGTGATGGCCGATCTTAT
TGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCGCAAGTCCATCGGGAAATCCACCTGCTCAACAGGTGGGCGCCCGGTA
GAAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGAC
GGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGAACGGATCCGACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGG
ATTAGATACCCAGGGTAGTCCTGGCCGTAAACAATGTCTGCTAGGTGTGGCTCCCACTACGAGTGGGTGCTGTGCC
GTAGGGAAGCCGCTAAGCAGACCGCCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGC
ACTACAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCAGCATCGACTGTAGTAATGACGA
TCAGGTTGATGACCTTATCCGAGCTTCAGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGT
TAAGTCAGGCAACGAGCGAGACCCGCACCCTTACTTGCCAGCAGTACCGCGAGGTAGCTGGGGACAGTAGGGGGA
CCGCCGTGGCTAACACGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAGGTCAGTATGCCCCGAATGTGCTGGGCAACACGCGG
GCTACAATGGTCGAGACAAAGGGTTCCAACTCCGAAAGGAGACGGTAATCTCAGAAACTCGATCGTAGTTCGGATTG
TGGGCTGCAACTCGCCCACATGAAGCTGGATTCGGTAGTAATCGCGTGTCACAAGCGCGCGGTGAATACGTCCCTG
CTCCTTGCACACACCGCCCGTCAAAGCACCCGAGTGAGGTCCGGATGAGGCGTACCTCGTACGTCG 

M7 CCATGCTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAACACGTGGCCAAACTACCCTTCGGAACACAAT
ACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTGTATACCATACCACCACTGGAATGAGTGGTATGCCAAACGCTCCGGCGCC
GAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTATGGGTCATG
AGAGTGAGAACCCAGAGACGGAATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTAC
ACTGCACGACAGTGCGATAGGGGGATCCCAAGTGCACAGGCATAGCGCCTGTGCTTTTCGGTACCCTAAGGCGGTA
CCAGAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCGAGTGATGGCCGATCTTAT
TGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCACAAGTCCATCGGAAAATCCACCCGCCCAACGGGTGGGCGTCCGGTG
GAAACTGTGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGGGTAGGTCCGACAGTGAGGGACGAAAGCC
AGGGTCTCGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTGGCCGTAAACAATGTCTGCTAGGTGTGGCTCCCACTACGA
GTGGGTGCTGTGCCGTAGGGAAGCCGCTAAGCAGACCGCCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGA
ATTGGCGGGGGAGCACTACAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCAGCATCGA
CTGTAGTAATGACGATCAGGTTGATGACCTTATCCGAGCTTCAGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTAC
CGTGAGGCGTCCTGTTAAGTCAGGCAACGAGCGAGACCCGCACCCTTACTTGCCAGCAGTACCGCGAGGTAGCTG
GGGACAGTAGGGGGACCGCCGTGGCTAACACGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAGGTCAGTATGCCCCGAATGTG
CTGGGCAACACGCGGGCTACAATGGTCGAGACAAAGGGTTCCAACTCCGAAAGGAGACGGTAATCTCAGAAACTCG
ATCGTAGTTCGGATTGTGGGCTGCAACTCGCCCACATGAAGCTGGATTCGGTAGTAATCGCGTGTCACAAGCGCGC
GGTGAATACGTCCCTGCTCCTTGCACACACCGCCCGTCAAAGCACCCGAGTGAGGTCCGGATGAGGCGTACCTCGT
ACGT 

M8 CGATNTNGCCNTGCTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAACACGTGGCCAAACTACCCTTCG
GAACACAATACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTGTATACCATACCACCACTGGAATGAGTGGTATGCCAAACGCT
CCGGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTAT
GGGTCATGAGAGTGAGAACCCAGAGACGGAATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAA
ACCTTTACACTGCACGACAGTGCGATAGGGGGATCCCAAGTGCACAGGCATAGCGCCTGTGCTTTTCGGTACCCTAA
GGCGGTACCAGAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCAAGTGATGGCC
GATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCGCAAGTCCATCGGGAAATCCACCTGCTCAACAGGTGGGCG
CCCGGTAGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAATC
CTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGAACGGATCCGACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGA
ACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTGGCCGTAAACAATGTCTGCTAGGTGTGGCTCCCACTACGAGTGGGTGCTG
TGCCGTAGGGAAGCCGCTAAGCAGACCGCCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGG
GAGCACTACAACCGGAGGAGCTTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCAGCATCCAATGTAGTAATG
CCGATCAGGTTGATGACCTTATCCGAGCTTCAGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGCGTC
CTGTTAAGTCAGGCAACGAGCGAGACCCGCACCCTTACTTGCCAGCAGTACCGCGAGGTAGCTGGGGACAGTAGG
GGCCNCCGTGCCTAACACGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAGGTCAGTATGCTCCGAATGTGCTGGGCAACACGC
GGGCTACAATGGTCGAGACAAAGGGTTCCAACTCCGAAAGGAGACGGTAATCTCAGAAACTCGATCGTAGTTCGGAT
TGAGGGCTGCAACTCGCCCACATGAAGCTGGATTCGGTAGTAATCGCGTGTCACAAGCGCGCGGTGAATACGTCCC
TGCTCCTTGCACACACCGCCCGTCAAAGCACCCGAGTGAGGTCCGGATGAGGCGTACCTCGTAC 
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2 Cromatogramas de espectrómetro de masas (HPLC/MS) y de espectro H-NMR 
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