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RESUMEN 

 

El estudio químico de un organismo, y la elucidación de las estructuras moleculares 

de sus componentes, puede dar lugar a una serie de aplicaciones que van desde la utilización 

del propio organismo estudiado, como materia prima bruta, sin ningún tipo de tratamiento, 

hasta la producción masiva de éste para la posterior aplicación de procedimientos 

extractivos, orientado a la producción industrial, en “biofábricas” o “biogranjas”, de 

productos de alto valor añadido aplicables a sectores como el farmacéutico, cosmético, 

nutracéutico, agrario entre otros. El género bacteriano Bacillus Spp es uno de los que más 

han llamado la atención de la investigación científica debido a su capacidad para producir 

toxinas, enzimas y productos naturales con actividad antifúngica, antibacteriana, antiviral, 

estimuladora de crecimiento vegetal y activadora de mecanismos de resistencia en plantas. 

 

El grupo de Bacillus. cereus es una subdivisión del género Bacillus y agrupa a ocho 

especies diferentes que son: B. anthracis, B. cereus, B. thuringiensis, B. mycoides, B. 

weihenstephanensis, B. pseudomycoides, B. cytotoxicus, y B. toyonensis. 

 

En el laboratorio se tienen cepas de cinco de estas especies, identificadas en estudios 

previos mediante análisis de la secuencia 16S rRNA, como son B. cereus, B. mycoides, B. 

thuringiensis, B. weihenstephanensis y B. toyonensis. En este estudio se analizarán los 

metabolitos que cada una de estas cepas sintetiza. Para realizar un estudio acerca de qué 

productos naturales se encuentran en cada especie y si hay alguna diferencia entre los 

generados, esto podría ser una característica que diferencie a estas especies cuya identidad 

de genoma es muy alta y a veces difícil de aclarar las diferencias o similitudes de las 

diferentes especies de este grupo. Por lo que poder establecer una diferencia respecto al 

perfil de compuestos químicos, podría establecer sin duda ante que especie estamos, sin 

necesidad de realizar estudios genéticos. 
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ABSTRACT 

 

The chemical study of an organism, and the elucidation of the molecular structures of its 

components, can give rise to a series of applications ranging from the use of the organism 

under study as raw material, without any type of treatment, to the mass production of this for 

the subsequent application of extractive procedures, oriented towards the industrial 

production, in "biofactories" or "bio-farms", of high added value products applicable to 

sectors such as pharmaceuticals, cosmetics, nutraceuticals, agriculture, among others. The 

bacterial genus Bacillus Spp is one of those that have attracted most attention in scientific 

research due to its ability to produce toxins, enzymes and natural products with antifungal, 

antibacterial, antiviral, plant growth stimulating and resistance activating activity in plants.  

 

The B. cereus group is a subdivision of the genus Bacillus and groups eight different 

species which are: Bacillus anthracis, B. cereus, B. thuringiensis, B. mycoides, B. 

weihenstephanensis, B. pseudomycoides, B. cytotoxicus and B. toyonensis, 

 

The laboratory has strains of five of these species, identified in previous studies by 16S 

rRNA sequence analysis, such as B. cereus, B. mycoides, B. thuringiensis, B. 

weihenstephanensis and B. toyonensis. In this study, the compounds that each of these 

strains have will be analyzed. 

 

This will allow a study to be made of which natural products are found in each 

species and if there is any difference between the products produced it could be a feature 

that differentiates these species whose genome identity is very high and sometimes difficult 

to clarify the differences or similarities of the different species in this group. Therefore, 

being able to establish a difference with respect to the profile of chemical compounds could 

establish without a doubt which species we are dealing with without the need to carry out 

genetic studies. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

Absolutamente todo lo que nos rodea está compuesto por moléculas, tanto orgánicas como 

inorgánicas y elementos. Todo a nuestro alrededor tiene una química intrínseca que se debe 

diferenciar de la sintética y de la natural. El término producto natural ha sido utilizado desde 

finales del siglo XVIII hasta nuestros días, ya que desde ese tiempo se usaban 

procedimientos químicos para la extracción, aislamiento y caracterización estructural de las 

sustancias. Este término se puede definir como cualquier sustancia aislada de organismos 

vivos, ya sean plantas, animales, hongos o bacterias. 

Los microorganismos son maquinarias excelentes para la síntesis de productos 

naturales con extraordinarias estructuras tanto por su complejidad química como por su 

bioactividad.1 Los productos naturales son moléculas de distinto peso molecular, que no se 

producen en la vía metabólica primaria y que no juegan un papel fundamental en las 

funciones primarias o de crecimiento y que tienen un impacto profundo en muchas áreas de 

investigación, incluida la medicina, química orgánica y la biología celular.2-4 

Estos compuestos mantienen una fuente importante para el descubrimiento de 

fármacos y continúa siendo una inspiración para la química sintética por su compleja 

arquitectura superlativa.5 Es importante destacar que, aunque se cultiven cepas del mismo 

género y sean idénticas pueden producir productos naturales diferentes y alternativamente 

cepas que son diferentes pueden producir los mismos productos naturales y por supuesto su 

manejo en el laboratorio puede ser distinto. El futuro está en aprovechar las excelentes 

propiedades biosintéticas de los seres vivos en beneficio de la salud.6 La exploración de la 

diversidad microbiana y la cantidad de compuestos producidos por bacterias ha llevado a 

considerarlos como una fuente importante de productos naturales con propiedades 

biológicas. 

El estudio químico de un organismo, y la elucidación de las estructuras moleculares 

de sus componentes, puede dar lugar a una serie de aplicaciones que van desde la utilización 

del propio organismo estudiado como materia prima bruta, sin ningún tipo de tratamiento, 

hasta la producción masiva de éste, un claro ejemplo de esto es la producción a gran escala 

de la insulina humana, auxiliar en el tratamiento de la diabetes7 para la posterior aplicación 

de procedimientos extractivos, orientado a la producción industrial, en “biofábricas” o 

“biogranjas”, de productos de alto valor añadido aplicables a sectores como el farmacéutico, 

cosmético, nutracéutico, agrario entre otros.8  
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El género bacteriano Bacillus Spp es uno de los que más han llamado la atención de 

la investigación científica debido a su capacidad para producir toxinas, enzimas y productos 

naturales con actividad antifúngica, antibacteriana, antiviral, estimuladora de crecimiento 

vegetal y activadora de mecanismos de resistencia en plantas.9  

El grupo de B. cereus es una subdivisión del género Bacillus y agrupa a ocho 

especies diferentes que son: B. anthracis, B. cereus, B. thuringiensis, B. mycoides, B. 

weihenstephanensis, B. pseudomycoides, B. cytotoxicus y B. toyonensis. Dichas bacterias 

tienen menos del 5% de diferencias genéticas comparadas con otras especies del género 

Bacillus.10  

En este grupo de investigación, de Biotecnología de Productos Naturales, se han 

caracterizado los compuestos aislados de varias especies del género de Bacillus. Algunos 

compuestos se encuentran en varias especies y otros no, porque son específicos de cada una 

de ellas. En este trabajo se pretende estudiar los compuestos aislados en cinco especies 

diferentes pertenecientes a la familia de B. cereus. Esto permitirá poder realizar un estudio 

acerca de qué productos naturales se encuentran en cada especie y si hay alguna diferencia 

entre los productos generados, entonces este hallazgo podrá ser una característica que ayude 

a diferenciar a dichas especies cuya identidad de genoma es muy alta. 
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2. ANTECENTES 

2.1 Productos Naturales y su extracción 

 

El hombre siempre busca comprender el complejo, pero fascinante mundo de la química 

natural y trata en lo posible de imitarla, sintetizando los principios activos y de allí por 

ejemplo se ha logrado formular un sin fin de medicamentos de uso común cuyo origen se 

deriva de plantas medicinales. 

Las medicinas naturales se desarrollaron en la vida cotidiana de nuestros antepasados 

y en este proceso de lucha contra las enfermedades durante miles de años, se ha gestado un 

impacto positivo en el progreso de la civilización humana. Hoy en día, los medicamentos 

que se conocen tienen sus raíces en medios naturales, ejemplo de esto se encuentra a la 

penicilina, descubierta en la década de los cuarenta, que ayudó a tratar las infecciones en los 

diversos campos de concentración durante la segunda guerra mundial.11 También en los años 

sesenta fue descubierto el taxol, como parte de un ambicioso proyecto de los Estados Unidos 

de América, con la finalidad de combatir el cáncer. Los medicamentos no solo satisfacen las 

necesidades de atención primaria de la salud en la mayoría de las personas que viven en 

países en vías de desarrollo, sino que han atraído cada vez más atención en los países 

desarrollados debido a los altos costos de la atención médica y la austeridad financiera 

universal. Los productos químicos que se sabe que tienen beneficios medicinales se 

consideran "ingredientes activos" o "principios activos" de las medicinas naturales. De este 

modo los productos naturales han proporcionado las fuentes principales para el desarrollo de 

nuevos fármacos y aún se continúa buscando moléculas que sean capaces de combatir 

aquellas enfermedades que se han vuelto resistentes a los tratamientos conocidos.12 

Para realizar la síntesis de los productos naturales la Naturaleza utiliza una serie de 

unidades básicas como material de construcción (building blocks). Cada uno de esos 

metabolitos va a formar parte de una ruta de biosíntesis, por mencionar algunas: están la ruta 

del mevalonato, ruta del ácido shikimico, así como también de los policétidos, ruta para la 

síntesis de alcaloides, entre otras. Cada una de estas rutas va a formar una compleja red de 

metabolitos, con características similares. Éstos pueden poseer un número variado de átomos 

de carbono, como parte de la estructura principal, además otros elementos como oxígeno y 

nitrógeno. Ejemplos muy característicos, son terpenos, flavonoides, cumarinas, alcaloides, 

entre otros tantos.13 Hay que mencionar que no todas las rutas de biosíntesis se encuentran 
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en todos los organismos, algunas son exclusivas de plantas, en este caso los metabolitos que 

son principalmente sintetizados en plantas son los terpenos, se han identificado más de 

50,000 compuestos.14 También los alcaloides, que son compuestos nitrogenados, a partir de 

aminoácidos pueden ser sintetizados en plantas.15  

El suelo como nicho ecológico de distintos tipos de microorganismos, se caracteriza 

por ser heterogéneo y complejo, en él se encuentra contenido una gran parte de la microbiota 

del planeta (bacterias, hongos y levaduras); a pesar de esto se han investigado pocos 

organismos y los metabolitos secundarios producidos por los mismos.16 El futuro está en 

aprovechar las excelentes propiedades biosintéticas de los seres vivos en beneficio de la 

salud. La exploración de la diversidad microbiana y la cantidad de productos naturales 

producidos por bacterias ha llevado a considerarlos como una fuente importante de 

productos naturales con propiedades biológicas.17 Los productos naturales por mucho 

tiempo se han utilizado en medicina por su interés farmacológico, incluso antes de que la 

medicina fuera formalmente una ciencia, distintas civilizaciones utilizaban de manera 

indirecta a los productos naturales para curar diversas enfermedades.18 

El rendimiento de los productos naturales que se encuentran en los microorganismos 

es siempre bastante bajo. El proceso de extracción y aislamiento requiere mucho tiempo y 

trabajo dentro del laboratorio, esto ha sido el cuello de botella para la utilización de 

productos naturales en el desarrollo de fármacos. Existe una necesidad urgente de desarrollar 

métodos efectivos y selectivos para la extracción y aislamiento de productos naturales 

bioactivos.  

La extracción es el primer paso para separar los productos naturales deseados de las 

materias primas. Dicha extracción va a depender del tipo de metabolito que se esté 

buscando, por ejemplo, aceites esenciales, terpenos, alcaloides, lipopéptidos, etcétera. La 

extracción con solventes es el método más utilizado. La extracción de productos naturales 

progresa a través de las siguientes etapas: (1) el solvente penetra en la matriz sólida; (2) el 

soluto se disuelve en los solventes; (3) el soluto se difunde fuera de la matriz sólida; (4) se 

recogen los solutos extraídos. Cualquier factor que mejore la difusividad y la solubilidad en 

los pasos anteriores facilitará la extracción. Las propiedades del disolvente de extracción, el 

tamaño de partícula de las materias primas, la ración de disolvente a sólido, la temperatura 

de extracción y la duración de la extracción afectarán la eficiencia de extracción.19 

Otro método para extraer compuestos es utilizar las resinas adsorbentes. Las resinas 

macroporosas son polímeros fisicoquímicamente estables con características polares, no 
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polares o ligeramente polares y una elevada capacidad de adsorción de compuestos 

orgánicos.20 Están hechas de resina a base de poliestireno-divinilbenceno (XAD-1, XAD-2, 

XAD-4, XAD-16, etcétera) y resinas a base de éster de ácido poliacrílico (XAD-7, XAD-8 y 

XAD-11). Pueden adsorber una gran cantidad de compuestos polares debido a su contacto 

superficial con muestras acuosas.21 Como se puede ver en la tabla 1 hay distintos tamaños de 

partícula, con una gran superficie de adsorción. Estas resinas pueden ser o no, hidrofóbicas. 

Tales resinas macroporosas tienen una extensa aplicación para la obtención de metales 

pesados en una muestra, así como también para la obtención de polifenoles a partir de 

extractos de plantas.22 Estos sistemas de adsorción han sido ampliamente utilizados ya sea 

como un sistema independiente, o como parte de un proceso de pretratamiento para eliminar 

impurezas o enriquecer compuestos debido a sus ventajas, que incluyen: alta capacidad de 

adsorción, costo relativamente bajo, fácil regeneración y fácil escalado. Los mecanismos por 

los cuales las resinas macroporosas tienen esa capacidad de ser adsorbentes incluyen fuerzas 

electrostáticas y formación de puentes de hidrógeno.23 

 

Tabla 1. Algunos tipos de resinas macroporosas y sus características. 

Amberlita Tamaño de poro 

Å 

Superficie 

especifica (m2/g) 

Tamaño de 

partícula (mesh) 

XAD-2 90 330 20-60 

XAD-4 40 725 20-60 

XAD-16 100 800 20-60 

 

Los extractos obtenidos por medio de estas resinas macroporosas, contienen una gran 

diversidad de metabolitos y por la complejidad del extracto se necesita un mayor número de 

procesos de purificación. La separación depende de las características químicas del producto 

a purificar. Una técnica muy utilizada para la separación de compuestos es la cromatografía, 

especialmente la cromatografía en columna y este es el principal método utilizado para 

obtener productos naturales puros a partir de una mezcla compleja.19 

La separación se basa en las diferencias entre las afinidades de adsorción de los 

productos naturales a la superficie de los adsorbentes. La selección de adsorbentes (fase 

estacionaria), así como la fase móvil es crucial para lograr una buena separación de los 

productos naturales, maximizar la recuperación de los compuestos objetivo y evitar la 

adsorción irreversible de los mismos en los adsorbentes. El gel de sílice es el adsorbente más 
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utilizado en la investigación de productos naturales. Esta fase estacionaria es un adsorbente 

polar con grupos silanol. Las moléculas son retenidas por el gel de sílice a través de enlaces 

de hidrógeno, también llamados puentes de hidrógeno e interacciones dipolo–dipolo.24 Por 

lo tanto, los productos naturales polares se retienen más tiempo en columnas de gel de sílice 

que los no polares. A veces, ciertos productos naturales polares pueden sufrir quimisorción 

irreversible. La desactivación del gel de sílice mediante la adición de agua antes de su uso o 

el uso de una fase móvil que contenga agua debilitará la adsorción.19 

 

2.2 Productos Naturales de Bacillus Sp 

 

El modelo de estudio de este proyecto es el género bacteriano Bacillus. Entre las 

características de Bacillus destaca su crecimiento aerobio o en ocasiones anaerobio 

facultativo, Gram-positivas, morfología bacilar, movilidad flagelar, y tamaño variable (0.5 a 

10 μm), su crecimiento óptimo ocurre a pH neutro, presentando un amplio intervalo de 

temperaturas de crecimiento, aunque la mayoría de las especies son mesófilas (temperatura 

entre 30 y 45 °C), poseen capacidad de producir endosporas (ovales o cilíndricas) como 

mecanismo de resistencia a diversos tipos de estrés. La presencia de endosporas le confiere 

al género de Bacillus la capacidad de diseminación y prevalencia en los ecosistemas, éstas se 

forman durante su segunda fase del ciclo de vida, el cual se encuentra conformado por una 

fase de crecimiento vegetativo y una fase de esporulación.25 

Las bacterias pertenecientes al género Bacillus tienen una larga y distinguida historia 

en los ámbitos de la biotecnología. En este género se incluyen muchas bacterias versátiles, 

tales como los agentes de control biológico, estas bacterias son muy eficaces para tratar 

diversas plagas de insectos. Las especies de Bacillus son capaces de producir un amplio 

rango de metabolitos con estructura y naturaleza muy diferente mostrando un amplio 

espectro de actividades. Estos productos naturales incluyen antibióticos, pigmentos, toxinas, 

promotores de crecimiento y otros compuestos bioactivos que están diseñados para capacitar 

a la bacteria para sobrevivir en su ambiente natural.25-26 Las plantas son excelentes 

productores de productos naturales. Sin embargo, también en los microorganismos hay una 

gran producción de estas sustancias y muchas de ellas tienen estructuras bastante inusuales, 

entre estas hay anillos de β-lactama, dobles enlaces de poli-acetileno, compuestos diazo, 

cloro y bromo unidos covalentemente, macrólidos, etcétera.4 Esta amplia variabilidad de 

estructuras y actividades de los compuestos expande el potencial de la importancia industrial 
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y biotecnológica del género Bacillus con sus especies relacionadas y variadas aplicaciones 

en el ambiente, la agricultura y la biotecnología industrial. Dentro de los productos naturales 

producidos por especies de Bacillus Spp se encuentran cuatro familias: bacteriocinas, 

lantibióticos, lipopéptidos y Policétidos.25 Entre algunas de las funciones de estos 

metabolitos encontramos: promotores de crecimiento, bactericidas, fungicidas, quelantes del 

Hierro, etc.26  

En nuestro laboratorio de Biotecnología Microbiana se ha trabajado en la extracción, 

purificación e identificación de compuestos orgánicos de varias cepas de Bacillus con 

especial énfasis en B. thuringiensis y B. amyloliquefaciens. Algunos compuestos se 

presentan de manera general en diferentes especies, sin embargo, otros compuestos son más 

específicos de ciertas especies. De esa manera se han podido identificar dicetopiperazinas, 

metabolitos formados por la condensación de dos α-aminoácidos (Figura 1), aislados a partir 

de B. thuringiensis y B. endophyticus27 por lo que en este caso parecen ser compuestos 

independientes de la especie.  

 

Figura 1. Estructuras de dicetopiperazinas aisladas de B. thuringiensis 

Otro compuesto identificado de la bacteria B. thuringiensis y otras especies de 

Bacillus ha sido el di-(2-etilhexil)ftalato un compuesto relacionado con la industria de los 

plásticos (Figura 2), su estructura está compuesta por un anillo de benceno con dos grupos 

éster en posición orto. A pesar de haber sido aislado del género Bacillus Spp este compuesto 

puede ser sintetizado in vitro por varias reacciones de esterificación del ácido ftálico con 

diferentes alcoholes28. 
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Figura 2.  Di-(2-etilhexil) ftalato compuesto aislado de distintas cepas de Bacillus Sp 

 

Otro hallazgo importante en la bacteria B. thuringiensis es que se pudo aislar la 

Melanina, un fotoprotector natural que ayuda a proteger a la misma especie de los rayos UV 

del sol que a la vez inactivan las toxinas Cry cuya función principal es ser bioinsecticidas 

contra plagas que se encuentran en los campos agrícolas.29 

Por otro parte, en las bacterias B. thuringiensis y B. velezensis se pudieron aislar 

diferentes alcaloides de tipo indol que tuvieron actividad antifúngica contra Alternaria Sp, 

Fusarium oxysporum y Moniliophthora roreri. Por otro lado, el estudio de estos compuestos 

determinó la capacidad antibacterial de la N-acetil triptamina hacia distintas bacterias de tipo 

Gram-positivas como S. agalactie, S. saprophyticus, S. aureus, etc.30 

 

Figura 3. Estructuras de derivados indólicos aislados de B. thuringiensis y B. velezensis. 

 

También se aislaron dos compuestos uno de ellos se había identificado previamente a 

principios de los años noventa por Gustafson y colabores31 en otra especie de Bacillus sp 

proveniente de un nicho marino. Se trata de la macrolactina a, y la 7-O- succinil 

Macrolactina A (Figura 4) que fue aislada por primera vez a finales de los años noventa, y 

cuya actividad fue evaluada contra dos bacterias Gram-positivas.32 Dentro de nuestro 

laboratorio se obtuvieron y purificaron estas moléculas a partir del extracto crudo de B. 

amyloliquefaciens. Dichos compuestos presentaron una destacada actividad antifúngica 

contra A. niger, A. alternata, Fusarium Sp, F. proliferatum entre otros, siendo la 7-O-

succinil macrolactina a, más activa comparada con su análoga estructural, la macrolactina 
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a.33 De este estudio se concluyó que las diferencias estructurales pueden ser decisivas 

cuando se evalúa su actividad biológica. 

 

Figura 4. Estructuras de macrolactinas aisladas de B. amyloliquefaciens. 

 

De la misma bacteria Bacillus amyloliquefaciens, también se pudieron aislar los 

lipopéptidos fengicina y surfactina que se han reportado como antifúngicos, así como 

bacteriocinas contra un amplio rango de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas.34 

 Cabe destacar que tanto los extractos crudos de cada bacteria como todos los 

compuestos aislados han sido sometidos a pruebas de actividad biológica contra hongos 

fitopatógenos y contra bacterias de interés clínico que son causantes de enfermedades en el 

ser humano.30  

Los hongos fitopatógenos son una amenaza para la agricultura, esta actividad 

siempre ha sido un método irremplazable para satisfacer la demanda de alimentos a nivel 

mundial. Actualmente la población mundial está creciendo muy rápido y con ello es muy 

importante que la agricultura pueda responder a esta demanda incrementando el rendimiento 

y la calidad de los cultivos. Se estima que para 2030 no se pueda alcanzar la meta de “cero 

hambre” debido a que más de 700 millones de personas viven en condiciones de inseguridad 

alimentaria y esta cifra parece que va en aumento.35 Una de las razones por la que los 

alimentos escasean es que los cultivos sufren varias enfermedades y plagas ocasionadas por 

diversos microorganismos e insectos provocando daños en las cosechas y terribles pérdidas 

económicas. Para mitigar los efectos de las plagas se han venido utilizando durante varias 

décadas insecticidas y fungicidas químicos. Sin embargo, su uso a largo plazo ha provocado 

serios daños al ambiente y a la salud, ocasionando incluso resistencia de las plagas. 

También, origina mayores daños en el suelo tornándolo infértil y provocando una 

disminución en las cosechas cada vez más acentuada.36 Por ello, el mundo actual se ha 
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volcado en el uso de biofertilizantes y biopesticidas que mejoran las cosechas, restauran la 

fertilidad de la tierra y atacan a plagas y patógenos de los cultivos y todo ello sin provocar 

daño ni en el medioambiente ni en la salud humana debido a su naturaleza de ser biológicos 

de origen natural. Entre los patógenos que causan graves daños en cosechas muy 

importantes se pueden encontrar Fusarium oxysporum37 y Moniliophthora roreri.38  

F. oxysporum es una extensa familia de hongos que se presenta principalmente como 

saprófitos o patógenos especializados y que atacan todo tipo de cultivos de hortalizas como 

el tomate, pimientos, coliflor, brócoli, entre otros. Aquí en México un cultivo de gran 

importancia económica por su exportación a nivel mundial es el cultivo del Agave que se ve 

dañado seriamente por este hongo.39 Por su parte M. roreri causa enfermedad en la planta de 

cacao (Theobroma cacao, fuente del chocolate). Síntomas externos como pequeñas partes 

oscuras en la superficie de las mazorcas pueden ser vistas después de 40 a 80 días de 

infección. México es gran productor de cacao a nivel Latinoamérica por lo que un daño 

severo en sus cultivos produce pérdidas económicas muy serias.40  

 Las bacterias de interés clínico son aquellas que pueden causar enfermedades tan 

severas que pueden ocasionar hasta la muerte. Afortunadamente los antibióticos que matan a 

dichos patógenos en su mayoría son extraídos de otros microorganismos. Debido al mal uso 

de los antibióticos, se está incrementando el fenómeno llamado resistencia a los antibióticos. 

Esta resistencia a fármacos está siendo un problema de salud a nivel mundial con graves 

consecuencias.41 En este sentido es urgente la búsqueda de nuevos fármacos para mejorar el 

manejo de infecciones bacterianas. Por ello es importante encontrar nuevos compuestos con 

actividad antibacterial.42 

 

2.3 El grupo de Bacillus cereus  

 

Bacillus sp como se ha comentado es uno de los géneros más estudiados y utilizados 

en distintos sectores de la población. Es un género de bacterias Gram-positivas, formadoras 

de esporas, tienen un crecimiento optimo a 29 °C, son aerobias, tienen forma vacilar 

redondeada.43 Se encuentra ampliamente distribuida en diversos ambientes. La morfología 

colonial y el tamaño varían entre especies. Las bacterias vistas a microscopía pueden 

aparecer individualmente, en parejas o en cadenas (a veces de gran tamaño). Las 

morfologías coloniales varían dependiendo el medio de cultivo, sin embargo, las colonias de 

Bacillus en un medio de rutina no son difíciles de identificar, ya que suelen ser grandes, con 
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formas y bordes irregulares, de color crema y aspecto ceroso o brilloso y algunas incluso 

muestran rizos en los bordes. Ciertas especies poseen la capacidad de ser biopesticidas, 

como es el caso de B. thuringiensis. Sin embargo, también alberga especies que pueden ser 

dañinas para la salud humana como es B. cereus o mortales como B. anthracis. Por esta 

razón una buena clasificación de estas especies ha sido una tarea ardua y larga, sobre todo 

por la similitud entre las diferentes especies y el descubrimiento de nuevas especies.44  

Durante años, la evolución y filogenia del grupo de B. cereus ha sido analizada y las 

primeras diferencias rápidamente surgieron entre las tres especies anteriormente 

mencionadas. Mientras que B. thuringiensis produce las proteínas insecticidas Cry, B. 

anthracis produce las toxinas que son tóxicas para el ser humano y B. cereus contiene 

componentes que contaminan los alimentos provocando problemas gatrointestinales.45,46 

Estas diferencias radican en los plásmidos que contienen. La morfología de estas tres 

especies B. thuringiensis, B. cereus y B. anthracis es muy parecida, con colonias de aspecto 

ceroso, color crema, redondas grandes y con bordes irregulares e incluso la caracterización 

bioquímica de los tres es muy similar por lo que no sirve como herramienta para 

identificarlas. 

Sin embargo, en la actualidad el grupo de Bacillus cereus está conformado por ocho 

especies bien caracterizadas y establecidas como son, B. cereus, B. anthracis, B. 

thuringiensis, B. mycoides, B. pseudomycoides, B. weihenstephanensis, B. cytotoxicus, y B. 

toyonensis.11 (Figura 5). Para la diferenciación de los miembros del grupo B. cereus se ha 

utilizado la detección de genes específicos de cada especie; pero dada su estrecha relación 

filogenética, su ADN genómico es altamente similar y la mayoría de los genes codificantes 

para factores de virulencia son comunes. Esta subdivisión se hace en base a las secuencias 

genéticas que incluso han podido establecer que B. weihenstephanensis y B. mycoides son la 

misma especie.47,48  A continuación se describirán cada una de estas especies. 
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Figura 5. A) B. anthracis: colonias circulares a irregulares con bordes ondulados y crenados 

y textura de superficie granulosa; B) B. cereus: bordes irregulares, ondulados y crenados y 

textura granulosa; C) B. mycoides: colonias rizoides o de aspecto peludas las cuales pueden 

cubrir todo el agar; D) B. thuringiensis: colonias circulares o irregulares con bordes enteros 

u ondulados y textura granulosa; 

 

2.3.1 B. mycoides. 

Este tipo de Bacillus se puede aislar de varias fuentes como son los suelos y son 

fácilmente reconocibles por su morfología colonial de aspecto rizoide y observable a simple 

vista en una placa Petri. Salvo esa peculiaridad se parece al resto de especies del grupo de B. 

cereus con colonias de color crema y opacas. 44, 49 

 

2.3.2 Bacillus weihenstephanensis. 

B. weihenstephanensis, fue aislada por primera vez en el sur de Alemania, a finales 

de los años noventa. Se trata de una bacteria psicrotolerante, es decir puede crecer a bajas 

temperaturas como 7 oC pero no puede crecer a 43 oC. Realizando estudios taxonómicos, 

genotípicos y fenotípicos se ha podido incluir dentro del grupo de B. cereus y muy cercano a 

B. mycoides, la cual es de morfología rizoide tal y como ya se mencionó, a diferencia de esta 

especie que tiene una morfología colonial cerosa y bastante más similar a las demás especies 

del grupo. Incluso hay estudios genéticos que han podido establecer que B. 

weihenstephanensis y B. mycoides son la misma especie.47,50-52 

 

2.3.3 Bacillus thuringiensis. 

B. thuringiensis es una bacteria entomopatógena y la bacteria más usada en el mundo 

como un biopesticida natural. B. thuringiensis, produce las proteínas llamadas delta-
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endotoxinas, que son activas contra larvas de insectos y que pueden ser observadas bajo el 

microscopio de contraste de fases junto con la espora, por lo que B. thuringiensis se puede 

distinguir con la microscopía de contraste de fases del resto de especies del mismo grupo. En 

algunos estudios se ha sugerido que B. cereus, B. thuringiensis y B.anthracis pertenecen a la 

misma especie. Sin embargo, los dos plásmidos que codifican las toxinas de B. anthracis no 

se encuentran de forma natural ni en B. thuringiensis ni en B. cereus, y tampoco se han 

encontrado de forma natural en B. anthracis cuerpos parasporales que contengan proteínas 

similares a las de B. thuringiensis, las Delta endotoxinas Cry, Por lo tanto, esto apoya el 

hecho de mantener B. anthracis como una especie diferente de B. cereus y B. 

thuringiensis.53 

2.3.4 Bacillus anthracis  

La mayoría de las especies de Bacillus tienen poca patogenicidad y muy pocas veces 

se asocian con enfermedades en humanos o en otros animales. Una excepción es B. 

anthracis que es el bacilo causante de la mortal enfermedad del ántrax o carbunco. El ántrax 

es una enfermedad bacteriana que ataca la piel. Su reservorio está constituido por los 

animales enfermos o muertos (herbívoros domésticos y salvajes) y sus subproductos (cuero, 

lana, cerda, harina de hueso) de igual manera el medio ambiente contaminado (suelo). Las 

aves de rapiña que se alimentan de carroña infectada pueden diseminar el microorganismo 

de una zona a otra. Si por algún motivo un ser humano es infectado por esta enfermedad y 

no se le da la atención adecuada y fallece, podría convertirse en un reservorio de dicha 

enfermedad. La enfermedad en su forma zoonótica es endémica, con incidencia variable, en 

la zonas agrícolas y ganaderas en los países en desarrollo. Entre veinte y treinta casos por 

año son notificados en Argentina. La infección ocurre cuando las endosporas entran al 

cuerpo desde el ambiente, ya que la espora es la forma primaria de infección.44 La infección 

de la piel se produce por contacto con tejidos animales (bovinos, ovejas, cabras, caballos, 

cerdos y otros más) que han muerto de la enfermedad, y tal vez por insectos picadores que se 

han alimentado parcialmente de dichos animales; por pelo, lana o cueros contaminados o por 

productos hechos con ellos como tambores, cepillos, etcétera; por tierra contaminada por 

animales infectados o harina de hueso contaminada que se usa como abono en horticultura y 

jardinería.44 

La resistencia de las esporas al calor, radiación, desinfectantes o desecación, 

convierte a estas especies en un problema en las salas de operaciones o en el diseño de 

productos farmacéuticos. B. anthracis por su parte tiene dos megaplásmidos que codifican 
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las unidades proteicas que conforman la toxina del anthrax y la cápsula poli–Ɣ–D–

glutámica, respectivamente.  

 

2.3.5 Bacillus cereus 

B. cereus, es el siguiente patógeno de importancia clínica para humanos, causa 

enfermedad transmitida por alimentos contaminados e infecciones oportunistas. Respecto a 

la enfermedad transmitida por alimentos es un agente etiológico de dos síndromes de 

intoxicación alimenticia diferentes: a) de tipo diarrea, caracterizada por dolor abdominal con 

diarrea entre 8 y 16 horas después de la ingestión de alimentos contaminados b) de tipo 

emético caracterizado por náuseas y vómitos entre 1 y 5 horas después de haber ingerido 

alimentos contaminados.44,54 Las esporas de B. cereus pueden sobrevivir a procedimientos 

de cocción normales y bajo condiciones de almacenamiento inadecuadas las esporas pueden 

germinar y las células vegetativas pueden multiplicarse. En los casos diarreicos las toxinas 

responsables se producen por el microorganismo en el intestino delgado mientras que las 

toxinas eméticas se ingieren en los alimentos. B. cereus por su parte en la mayoría de las 

cepas no tiene presencia de plásmidos sólo algunas cepas de B. cereus contiene, los genes 

para sintetizar la toxina emética mientras que en otras especies esta toxina se produce 

cromosomalmente. Esta toxina es la responsable de causar vómito cuando hay una 

intoxicación alimenticia por esta bacteria. Además, puede causar insuficiencia hepática 

debido a que interfiere en la fosforilación oxidativa llevada a cabo por las mitocondrias de 

los hepatocitos. Se ha sugerido que existe una baja probabilidad de que la toxina emética se 

produzca en alimentos refrigerados, debido a que las cepas productoras crecen a 

temperaturas superiores a 15 °C, por tanto, se asume que los alimentos refrigerados estarían 

libres de la toxina mientras se conserve la cadena de frío.46 

 

2.3.6 Bacillus pseudomycoides 

Esta especie fenotípicamente es muy similar a B. cereus e indistinguible de B. 

mycoides ya que presenta un aspecto de colonia rizoide. Sólo se puede distinguir respecto a 

las demás realizando un estudio de sus secuencias genéticas.44,55 Se realizó un análisis 

filogenético para determinar que B. pseudomycoides no era igual a B. mycoides a pesar de 

ser indistinguibles por morfología colonial.55 

 



 

 

24 

2.3.7 Bacillus cytotoxicus  

B. cytotoxicus, es la especie más divergente del grupo, los genomas del resto de 

especies de este grupo son altamente conservados. B. cytotoxicus es termotolerante ya que 

puede crecer a temperaturas por arriba de los 52 oC y produce la citotoxina K‐1, que causa 

diarreas muy fuertes y se encuentra relacionado a intoxicación alimenticia.56 

 

2.3.8 Bacillus toyonensis. 

Esta cepa fue inicialmente identificada como B. cereus var toyoi y usada por más de 

30 años como ingrediente activo de la preparación Toyocerin® que es un aditivo utilizado 

para la nutrición animal. Sin embargo, un estudio taxonómico propuso que fuera una nueva 

cepa llamada B. toyonensis.57, 58  
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo general 

 

En nuestro laboratorio de Biotecnología microbiana se tienen cepas de seis especies 

del grupo de B. cereus, identificadas en estudios previos mediante análisis de la secuencia 

16S rRNA, como son B. cereus, B. mycoides, B. thuringiensis, B. weihenstephanensis, B. 

pseudomycoides y B. toyonensis. Se pretende realizar un estudio del perfil químico de cada 

especie analizando que productos naturales se encuentran en cada especie. Teniendo ese 

perfil químico se podría diferenciar entre una cepa y otra, sin necesidad de realizar estudios 

genéticos.  

En este proyecto, se pretende extraer, purificar e identificar productos naturales de 

varias especies del grupo de Bacillus cereus como son: B. cereus, B. mycoides, B. 

thuringiensis, B. weihenstephanensis y B. toyonensis que mostraron tener un gran poder 

inhibitorio y de amplio espectro contra varias bacterias y hongos. Se estudiarán los 

compuestos obtenidos para tratar de relacionar la producción de alguno con alguna especie. 

3.2 Objetivos particulares 

 

1. Tener extracto crudo de las cepas de B. cereus y B. weihenstephanensis, mediante 

extracción con la matriz adsorbente de Amberlita XAD-16. 

2. De cada extracto crudo realizar una separación cromatográfica en columnas de gel de 

sílice con diferentes sistemas como eluentes para asegurar una buena separación 

(fraccionamiento inicial). 

3. Purificar cada fracción para obtener él o los compuestos mayoritarios de cada una. 

4. De cada compuesto puro obtenido se realizará la caracterización por medio de 

diferentes técnicas espectroscópicas (RMN, IR, Espectrometría de Masas, etc). 

5. Llevar a cabo las pruebas de actividad biológica; antibiogramas con bacterias. 

6. Comparar los compuestos de las diferentes especies para poder conocer variaciones 

que diferencien a dichas especies. 
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4. PARTE EXPERIMENTAL 

 

Para llevar a cabo el presente proyecto se siguió el siguiente esquema (Figura 6). 

 

Figura 6. Esquema de trabajo para la obtención y análisis de metabolitos producidos por 

Bacillus Spp 

 

4.1 Obtención de extractos crudos 

 

Las cepas se crecen primeramente en una placa de medio sólido Luria Bertani (LB), durante 

24 horas. Posteriormente se procede a inocularla en el caldo de cultivo LB 5.4 litros y se 

realizan por triplicado la extracción en condiciones de esterilidad (campana de flujo laminar 

y mechero Bunsen). Una vez inoculado el caldo de cultivo, se adiciona la Amberlita XAD-

16 en cada uno de los matraces, (500 mg por cada 100 mL de medio de cultivo) 

posteriormente se deben incubar los matraces a 29 °C y con una agitación orbital de 175 rpm 

durante 7 días.  

Pasado el tiempo de incubación se procede a decantar el medio de cultivo, con el propósito 

de dejar en el fondo del matraz la amberlita, la cual ha adsorbido los metabolitos presentes 

Obtención de extractos de distintas cepas de Bacillus

Fraccionamiento por cromatografía en columna

Purificación de las fracciones obtenidas

Identificación de compuestos

Pruebas biológicas

Comparación de los distintos compuestos obtenidos
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en el medio de cultivo. A cada uno de los matraces se le adicionará 100 mL de metanol y se 

somete a agitación de 175 rpm durante treinta minutos para dar paso al proceso de desorción 

de los metabolitos. Concluido el tiempo de agitación el metanol se vierte en tubos falcon de 

50 mL para poder centrifugar a 5500 rpm durante 5 min, posteriormente mediante 

decantación se recupera el disolvente en un matraz de bola.  

Colectado el metanol se evapora en un rotavapor a 58 °C con presión reducida. El extracto 

crudo se colecta en un vaso de precipitados y se deja secar por siete días para conocer su 

rendimiento final. Concluido el tiempo de secado, se toma 3.5 gramos de extracto y se 

somete a separación por cromatografía en columna. Para la fase estacionaria se utiliza gel de 

sílice y como fase móvil, mezclas de diferentes disolventes orgánicos.  

 

4.2 Purificación de los extractos crudos mediante cromatografía en columna 

 

Este extracto crudo se aplica a una columna cromatográfica usando gel de sílice como fase 

estacionaria y como fases móviles diferentes disolventes (eluyentes) de diferente polaridad 

tales como: Hexano, acetato de etilo, diclorometano y metanol. Las fracciones serán 

analizadas por varios procesos cromatográficos para su purificación. 

 

4.3 Caracterización de los compuestos 

 

Para la caracterización de los compuestos por medio de Resonancia Magnética Nuclear 

(RMN) se utilizó un espectrofotómetro Bruker Mod. Ascend™ a 500 MHz, para 1H y 125 

MHz para 13C, los desplazamientos químicos están dados en partes por millón (ppm). Para el 

análisis de las muestras se hizo uso de Cloroformo Deuterado (CDCl3) como disolvente y 

como referencia interna Tetrametilsilano (TMS). 

Los puntos de fusión se determinaron en un aparato Barnstead Electrothermal 9100 en 

capilares abiertos. Los espectros de masas se realizaron en el modo espectrometría de masas 

por impacto electrónico (EMIE) y espectrometría de masas de alta resolución (EMAR) en el 

espectrómetro de masas Jeol JMS-700.  

 

4.4 Electroforesis en gel SDS-PAGE 

Para el caso de compuestos de origen peptídico, como es el caso de las bacteriocinas, se 

utilizó la técnica de Electroforesis SDS PAGE. 
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Para la electroforesis se requiere en primera instancia de un gel que se encuentra constituido 

por dos partes: 

 Gel concentrador: gel de poliacrilamida, el cual se preparó con una solución tampón 

de Tris/HCl con un pH de 6.8, dos unidades de pH menor que el tampón de 

electroforesis (Tris/glicina). 

 Gel separador: es un gel de poliacrilamida que se preparó utilizando un tampón 

Tris/HCl con un pH de 8,8. En el gel de resolución es donde las macromoléculas se 

separan de acuerdo con su tamaño. 

Para el gel se utilizaron los siguientes reactivos: 

o Persulfato amónico (PSA). 

o Glicina, o ácido aminoacético. 

o Tris, nombre abreviado del tris (hidroximetil) aminometano. 

o Bisacrilamida, o N,N'-metilenbisacrilamida. 

o TEMED, acrónimo de N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina. 

o Dodecilsulfato sódico (SDS). 

 

A continuación, se describen las cantidades utilizadas de cada uno de los reactivos. 

Gel concentrador 4%   Gel separador 12% 

 30% bis acrilamida  1.98 mL     6 mL 

 0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 3.78 mL       --- 

 1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 ---     3.75 mL 

 10% SDS   150 μl     150 μl 

 H2O    9 mL     5 mL 

 TEMED   15 μl     7.5 μl 

 10% PSA   75 μl     75 μl 

Volumen total   15 mL     15 mL 

 

Con el gel preparado se colocaron 7-12 μl de la muestra previamente disuelta en el gel de 

carga. Después de ello se colocó dentro del recipiente, lo que permitirá el paso continuo de 

la corriente eléctrica. El equipo espectrofotométrico se encendió a 80 V y cuando la muestra 

paso al gel concentrador se cambió el voltaje a 120 V. Terminado el tiempo de corrimiento 

del gel, este se tiñó con azul de Coomassie. 
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4.5 Pruebas biológicas en bacterias 

 

Para evaluar el efecto bactericida que presentan los metabolitos extraídos se preparan 

cultivos con una suspensión de las bacterias que se tienen que probar con los extractos de 

Bacillus que son Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, Micrococcus luteus, 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Shigella sp, Salmonella cholerasuiss, 

Staphylococcus saprophyticus, Streptococcus agalactiae, Vibrio cholerae, Vibrio 

parahaemolyticus, Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes y Bacillus cereus con 

3 mL de caldo LB, incubándolos a 29 °C con agitación constante a 200 revoluciones por 

minuto (rpm) durante 24 h, para alcanzar una densidad celular aproximada de 1x108 

unidades formadoras de colonias (UFC) por mililitro. De los cultivos en suspensión se 

siembran en cajas Petri de 100 x 15 mm. Por otro lado, con los extractos de cada cepa de 

Bacillus se impregnan discos de papel filtro, con el compuesto a evaluar, estos discos 

previamente son esterilizados. Por otro lado, las soluciones preparadas con los extractos de 

cada cepa de Bacillus se mojan discos de papel filtro estéril. Las placas se incuban a 29°C 

durante 24 horas. En los días siguientes a la inoculación, se observa cada una de las placas y 

si ya hay crecimiento de la bacteria, se registra el diámetro de los halos de inhibición 

alrededor de los discos. 
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5. RESULTADOS 

5.1 Compuestos naturales obtenidos en tres especies de Bacillus del grupo B. cereus 

 

Tal y como ya se describió en los antecedentes la discriminación entre especies del grupo de 

B. cereus es un reto debido a que sus secuencias genómicas comparten más del 99% de 

similitud.59 Por lo tanto, esta similitud aunada a una morfología similar provoca que se 

realice una clasificación incorrecta de las especies. Se ha tratado de mejorar la identificación 

a nivel especies utilizando diferentes marcadores genéticos, pero a pesar de ello se siguen 

dando inconsistencias .60, 61 

 En los antecedentes ya se resaltó la importancia del género Bacillus para secretar 

diferentes compuestos químicos.62,63 Nuestro grupo de investigación ha trabajado aislando 

estos compuestos desde hace años.30,64 El perfil químico puede ser muy específico para cada 

especie determinando que especie se relaciona con cada perfil químico. Este análisis 

químico puede ser complementario y útil junto con los estudios moleculares para clasificar 

taxonómicamente a las especies de Bacillus. 

En nuestro laboratorio se tienen cepas de cinco especies del grupo de B. cereus, 

identificadas en estudios previos mediante análisis de la secuencia 16S rRNA, como son B. 

cereus, B. mycoides, B. thuringiensis, B. weihenstephanensis y B. toyonensis.  

En nuestro grupo de trabajo previamente se habían obtenido compuestos naturales de 

tres especies que pertenecen al grupo de B. cereus como son, B. thuringiensis, B. mycoides y 

B. toyonensis, que se pueden observar en la Tabla 2. 

 

Tabla 2. Compuestos encontrados en B.mycoides, B. toyonensis y B.thuringiensis 

Bacillus mycoides Bacillus toyonensis Bacilus thuringiensis 

GRASA GRASA GRASA 

Ftalato de 2 bis-R-(2-

etilhexilo) 

------ Ftalato de 2 bis-R-(2-

etilhexilo) 

1-Palmitilglicerol R-2,3 Dihidroxil estereato Melanina 

Ácido antranílico N-acetiltriptamina N-acetil triptamina 

Fenetilacetamida 

Triptamina 

Fenetilamina 

L-Pro-L-Leu 

L-Pro-L-Phe             

L-Pro L-Tyr 

L-Pro-L-Leu 

L-Pro-L-Phe 

L-Pro-L-Tyr 

L-Pro L-Val 

L-Pro L-Leu 

L-Pro-L-Phe 

L-Pro-L-Tyr 

L-Pro-L-Val 
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Lipopéptidos Lipopéptidos Lipopéptidos 

Bacteriocina 3.39 kDa Bacteriocina 3.83 kDa Bacteriocina 2.6 kDa 

Bacteriocina 2.91 kDa Bacteriocina 3.89 kDa Bacteriocina 4.1 kDa 

 

 

Destacan algunos compuestos que son bastante constantes y aparecen en 

prácticamente todas las especies como son las dicetopiperazinas, que ya han sido reportadas 

por el grupo de investigación.27 El compuesto Ftalato de 2 bis-R-(2-etilhexilo) también es un 

compuesto que se encuentra bastante distribuido entre las especies de Bacillus y que ya fue 

reportado por este grupo de investigación.28 Los lipopéptidos también aparecen en todas las 

cepas siendo las surfactinas, iturinas y fengicinas las familias de lipopéptidos características 

del género Bacillus, tal y como se reportó previamente.34,62 Las bacteriocinas son péptidos 

que se encuentran en todas las especies de Bacillus y que varían en peso y actividades 

bactericidas. Se puede observar que hay otros compuestos que aparecen en algunas especies, 

pero no en otras. Por ejemplo, los compuestos indólicos que no se encuentran en todas las 

especies sólo en algunas como es B. thuringiensis30 o los monoacilgliceroles que se 

encuentran en B. mycoides y B. toyonensis pero no en B. thuringiensis. 

Esto da una idea de que hay compuestos muy generales que se pueden encontrar en 

diferentes especies, pero hay compuestos más específicos de una especie en concreto, por lo 

tanto, el perfil químico de cada especie puede dar una idea de que especie se trata sin 

necesidad de realizar estudios genéticos. Para poder realizar un estudio comparativo más 

completo, en esta tesis se trabajaron dos especies del mismo grupo de B. cereus como son B. 

weihenstephanensis y B. cereus que es la especie que le da el nombre al grupo. 

 

5.2 Compuestos naturales obtenidos de B. weihenstephanensis 

 

Se comenzó trabajando la cepa ELI224 la cual había sido aislada de un suelo de la ciudad de 

Puebla y que posteriormente, en trabajos anteriores en el laboratorio fue identificada 

genéticamente como B. weihenstephanensis. Esta cepa había mostrado un alto poder de 

inhibición contra varias bacterias tanto Gram-positivas como Gram-negativas y también 

contra varios hongos. Esto dio pauta a pensar que esta cepa secretaba metabolitos con 

diversas actividades biológicas. 
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Figura 7. Cepa de B. weihenstephanensis en agar Luria Bertani. 

 

Como se puede observar en la imagen, las colonias de B. weihenstephanensis son grandes, 

cerosas, color crema y de bordes irregulares. Es una morfología clásica de las especies del 

grupo de B.cereus. 

Para la extracción de los metabolitos secundarios se utilizó una resina conocida como 

Amberlita XAD-16®. Se obtuvieron 17.6 gramos de extracto con un rendimiento de 0.920 

miligramos (mg) por litro de extracto, de un total de 16.2 litros.  

Se realizó un fraccionamiento general con 5 gramos, del extracto obtenido), mediante 

cromatografía en columna utilizando gel de sílice (70-230 mesh) como fase estacionaria y 

como fase móvil diferentes disolventes como hexano, acetato de etilo y metanol. Se 

obtuvieron 13 eluatos de 200 mL como se muestra en la Tabla 3. 

Tabla 3. Fracciones obtenidas del fraccionamiento del extracto crudo 

Eluyentes Proporción % fracción 

Hexano 100 1 

Hexano: AcOEt 75:25 2 

Hexano: AcOEt 50:50 3 

Hexano: AcOEt 25:75 4 

AcOEt 100 5 

AcOEt: MeOH 90:10 6 

AcOEt: MeOH 80:20 7 

AcOEt: MeOH 70:30 8 

AcOEt: MeOH 60:40 9 

AcOEt: MeOH 50:50 10 

AcOEt: MeOH 70:30 11 

AcOEt: MeOH 20:80 12 

MeOH 100 13 
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Se realizó un seguimiento cromatográfico en capa fina para las fracciones, utilizando como 

revelador luz UV de onda corta (254 nm) y onda larga (365 nm) para observar las fracciones 

de cuantos compuestos se componían. 

 

5.3 Purificación de los compuestos naturales obtenidos de B. weihenstephanensis 

 

A modo de resumen se presenta en la Tabla 4 los compuestos que se identificaron en esta 

cepa de B. weihenstephanensis en las fracciones obtenidas. 

Tabla 4. Compuestos encontrados en B. weihenstephanensis 

Fracciones Bacillus weihenstephanensis 

1 GRASA 

2 Ftalato de 2 bis-R-(2-etilhexilo) 

3 ------ 

4 ------ 

5 Macrolactina a 

1-Palmitilglicerol 

6 L-Pro-L-Leu 

7 7-O-succinil macrolactina a 

L-Pro-L-Val 

L-Pro-L-Phe 

8 Lipopéptidos 

9 Lipopéptidos 

10 Lipopéptidos 

11 Bacteriocina 3.71 kDa 

12 Bacteriocina 3.71 kDa 

13 Bacteriocina 3.71 kDa 

 

Se puede observar que en esta cepa se aislaron varios compuestos que ya se habían 

aislado anteriormente en B.mycoides, B. toyonensis y B.thuringiensis. Uno de ellos es el 

compuesto Ftalato de 2 bis-R-(2-etilhexilo), muy común en general en Bacillus. Se puede 

resaltar que las dicetopiperazinas son compuestos muy comunes, sin embargo, las 

encontradas en B. weihenstephanensis son exactamente las mismas que las encontradas en B. 

thuringiensis, que son L-Pro-L-Val, L-Pro-L-Phe y L-Pro-L-Leu. También se encuentran los 

lipopéptidos y las bacteriocinas que son de origen peptídico y cuya biosíntesis se encuentra 
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codificada en genes alojados en el cromosoma de la mayoría de Bacillus Sp También se 

pudo identificar el 1-Palmitilglicerol que se aisló en B. mycoides, pero en ninguna otra cepa. 

Sin embargo, llama la atención que se pudieron aislar dos compuestos que no se 

habían obtenido anteriormente en ninguna cepa del grupo de B. cereus (Tablas 2 y 4). Se 

trata de la macrolactina a y del 7-O-succinil macrolactina a. 

5.3.1 Fracción 5 

 

La fracción 5 fue obtenida con sólo acetato de etilo al 100% y en ella se pudieron identificar 

dos compuestos.  

El primero de ellos fue el compuesto macrolactina a. Este compuesto únicamente se 

encontró en la cepa de B. weihenstephanensis, ni siquiera en la cepa de B. mycoides con la 

cual comparte gran similitud a nivel genético.48 Incluso en el trabajo de taxonomía basada en 

genética por Liu y colaboradores47 se menciona que B. mycoides y B. weihenstephanensis se 

pueden considerar como cepas sinónimas. Como ya se había mencionado anteriormente la 

morfología colonial de ambas especies es muy diferente ya que en placa B. mycoides es 

rizoide y B. weihenstephanensis es cerosa más similar en aspecto a B. cereus. Con este 

estudio del análisis del perfil químico de las especies que conforman el grupo de B. cereus 

se demuestra que se deberían de tratar como dos especies diferentes.  

            Cabe destacar que este compuesto se había aislado previamente en el grupo de 

investigación de otra especie B. amyloliquefaciens, relacionada con el grupo de B. subtilis. 

En el espectro de RMN de 1H (Figura 8) se observaron unas señales ya conocidas, 

que corresponden a un compuesto de tipo policétido, denominado como macrolactina a. En 

7.21 ppm se observa una señal doble de dobles (J =11.5, 12 Hz) que integra para un 

hidrógeno que se asignó al H4. En 6.60 y 6.54 ppm se ven dos señales traslapadas, que 

integran para dos hidrógenos, una triple (t) y una doble de doble (dd) que corresponde a los 

hidrógenos H-9 y H-3 respectivamente. También se observa una señal múltiple entre 6.30 y 

6.00 ppm, que integran para cuatro hidrógenos, que corresponden a los hidrógenos 

adyacentes a los dobles enlaces de los carbonos 18, 5, 10 y 17. En 5.79 ppm se observa un 

doble de dobles (J = 5.5, 5.5 Hz) que integra par un hidrógeno correspondiente al H8. En la 

región que comprende 5.65 a 5.61 ppm se observan señales traslapadas, que integran para 

tres hidrógenos, correspondientes a los protones H-2, H-19 y H-16 que son protones 

vinílicos. En 5.51 ppm se observa una señal cuádruple (J= 9, 9 Hz) que integra para un 

hidrógeno que corresponde con H11.En 5.05 se observa una señal múltiple que integra para 
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un hidrógeno que corresponde con H23. En 4.52 ppm y 4.36 ppm se observan dos señales 

que integran para un hidrógeno cada una, que corresponden con H15 y H7, respectivamente. 

En 3.98 ppm se ve una señal múltiple que integra para un hidrógeno que corresponde con 

H13. En la región de 2.48 a 2.40 se observa una señal múltiple que integra para cuatro 

hidrógenos que corresponde con H12a, H12b, y H6 (CH2). En la región de 2.17 ppm a 1.55 

ppm se observan varias señales múltiples, integrando para dos hidrógenos, correspondientes 

a los metilenos H20, H14, H21 y H22. Finalmente, en 1.28 ppm se ve una señal doble que 

integra para tres hidrógenos correspondiente al metilo de la molécula H24. 

 

Figura 8. Espectro de RMN 1H macrolactina a (CDCl3 500 MHz) 

 

En el espectro de RMN de 13C (Figura 9) se observan 24 señales diferentes correspondientes 

a 24 átomos de carbono presentes en la molécula. Destaca que en 166 ppm se observa una 

señal indicando por la región que se trata de un carbonilo. Las señales entre 145 y 115 ppm 

indican carbonos de dobles enlaces. En la Tabla 5 se resumen las señales de ambos espectros 

de RMN. 
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Figura 9. Espectro de RMN 13C macrolactina a (CDCl3 125 MHz). 

Tabla 5. Datos de RMN de 1H y 13C de la macrolactina a en CDCl3 

 Macrolactina a   
carbon δH  δC 

1 - 166.5 

2 5.60  118.2  

3 6.54  142.9  

4 7.23  129.9  

5 6.11  139.7  

6 2.48  41.7  

7 4.36  71.4  

8 5.78  136.1  

9  6.60  124.9  

10 6.14 130.5 

11 5.51 127.7 

12 2.50, 2.40 35.5 

13 3.98 69.8 

14 1.73 40.8 

15 4.53  70.5  

16 5.63 132.9 

17 6.17 130.1 

18 6.04 130.8 

19 5.66 135.1 

20 2.16 32.1 

21 1.64, 1.55 35.1 

22 1.56 24.5 

23 5.03 71.1 

24 1.27 20.0 
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En esta fracción 5 tal y como se mostró en la Tabla 4 se pudo identificar un segundo 

compuesto llamado 1-Palmitilglicerol, que fue purificado con hexano/ acetato de etilo 30/70 

como un sólido blanco. Este compuesto se caracteriza por tener una larga cadena 

hidrocarbonada, unida a un grupo éster y dos grupos hidroxilo como sustituyentes.  

En el espectro de RMN de 1H (Figura 10) (500 MHz, CDCl3), se observan dos dobles 

de dobles a 4.20 ppm y 4.16 ppm (J = 4.5 y 11.5 Hz; J = 6.5 y 11.5 Hz) correspondientes a 

dos hidrógenos diastereotópicos pertenecientes a un grupo metileno. En 3.93 ppm se observa 

un quíntuple que integra para un hidrógeno correspondiente a un grupo metino (J = 4.5 Hz). 

En 3.69ppm y 3.61 ppm se observan dos dobles de dobles (J = 4.0 y 11.5 Hz; J = 5.5 y 11.5 

Hz) correspondientes a dos hidrógenos diastereotópicos pertenecientes a un grupo metileno. 

En 2.35 ppm se observa un triplete (J = 7.5 Hz) que integra para dos hidrógenos que 

corresponde a un metileno. En 1.63 ppm se observa un quíntuple (J = 4.5 Hz) que integra 

para dos hidrógenos y corresponde con un metileno y en 1.25 ppm una señal múltiple que 

integra para varios hidrógenos y que corresponde con varios metilenos. En 0.88 ppm se 

observa una señal triple (J = 7.0 Hz) que corresponde con un metilo. Finalmente se observan 

dos señales anchas en 2.48 ppm y 2.03 ppm indicando la presencia de dos grupos hidroxilo.  

 

Figura 10. Espectro de RMN 1H 1-Palmitilglicerol (CDCl3 500 MHz) 
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En el espectro de RMN de 13C (Figura 11) se observa en 174.5 ppm una señal 

correspondiente a un carbonilo de éster. También se observan varios metilenos, así como un 

metino y un metilo. 

 

Figura 11. Espectro de RMN 13C de 1-Palmitilglicerol (CDCl
3
, 125 MHz) 

5.3.2 Fracción 6 

La fracción 6 se obtuvo con una mezcla de acetato de etilo/metanol al 20% y se observó en 

la placa cromatográfica un compuesto mayoritario que absorbe en la luz UV a 254 nm 

mostrando una coloración azul intensa. Se procedió a analizar por RMN y dicho espectro fue 

comparado con los ya obtenidos en el grupo de investigación y se identificó como una 

dicetopiperazina L-Pro-Leu. 

 En el espectro de RMN de 1H (Figura 12) se observa en 6.3 ppm una señal simple y 

ancha que integra para un hidrógeno que corresponde con el grupo amino. Se observa en 4.1 

y 4.0 ppm dos señales, una es triple y la otra es un doble de dobles, (J =8.1 Hz y J = 9.5 y 

3.5 Hz), los cuales son hidrógenos de los 2 centros estereogénicos, integran para un 

hidrógeno cada señal y corresponden con el H6 y H9. En 3.5 ppm se observa una señal 

múltiple que integra para dos hidrógenos y que corresponde con H3. En 2.3 y 2.1 ppm se 

observan dos señales que integran para un hidrógeno cada una y que son los hidrógenos 

diasterotópicos H5a y H5b. De manera similar en 2.05 y 2.03 ppm se observan dos señales 
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que integran para un hidrógeno cada una y que corresponden con H10b y H4a. En 1.9 ppm 

se observa una señal séptuple que integra para un hidrógeno que corresponde con H11. En 

1.8 ppm una señal que integra para un hidrógeno que corresponde con H4b. En 1.5 ppm se 

observa una señal que corresponde con H10a. Finalmente en 1 y 0.95 ppm se observan dos 

señales dobles que integran para tres hidrógenos cada una y que corresponden con los 

metilos H12 y H13. 

 

 

Figura 12. Espectro de RMN 1H L-Pro-L-Leu (CDCl3 500 MHz) 

 

Respecto al espectro de RMN 13C (Figura 13) se observa en 166 y 170 ppm dos señales que 

corresponden con los carbonilos de la molécula. En 59 y 53 ppm se observan los carbonos 

C6 y C9 y en 45 ppm el C3. El resto de señales coinciden con los carbonos que se 

encuentran en la molécula. En la tabla 6 se resumen las señales de ambos espectros de RMN. 
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Figura 13. Espectro de RMN 13C L-Pro-L-Leu (CDCl3, 125 MHz) 

Tabla 6. Datos de RMN de 1H y 13C de L-Pro-L-Leu en CDCl3 

RMN 1H   (ppm) Grupo J (Hz) RMN 13C   (ppm) Grupo 

5.80 NH  170.1 C7 

4.13  H6-Pro 8.1  166.1  C1 

4.01 H9-Pro 9.5, 3.5 58.9 C6 

3.54– 3.61  H3-Pro  53.1  C9 

2.35 Ha5-Pro  45.5 C3 

2.12  Hb5-Pro  38.4 C10 

2.07  Hb10  28.0 C5 

2.05  Hb4-Pro  24.6 C11 

1.91  Ha4-Pro  23.2 C12 

1.73  H11  22.5 C4 

1.55  Ha10  21.3 C13 

1.0  3H12 6.6 

0.95  3H13 6.6 
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5.3.3 Fracción 7 

 

Ésta, se sometió a purificación en una columna cromatográfica de gel de sílice. Se 

obtuvieron tres compuestos diferentes en esta fracción después de su purificación. 

Primeramente, se obtuvo un compuesto que al ser analizado por RMN mostró señales muy 

parecidas al compuesto de macrolactina obtenido anteriormente, pero con algunas pequeñas 

diferencias. Por comparación con espectros anteriores de nuestro grupo de investigación se 

concluyó que era el compuesto 7-O-succinil macrolactina a. 

 En el espectro de RMN de 1H (Figura 14) se observan las señales múltiples en 7.14, 

6.63, 6.51, ý 6.09-5.93 similar a las anteriormente analizadas en el espectro de la 

macrolactina a (figura 8). En la región 5.68-5.38 ppm se observa la primera diferencia en 

donde 5.55- 5.61 ppm integra para cuatro hidrógenos en lugar de tres que se veían en el 

espectro de la macrolactina a (Figura 8). Esto es debido a que corresponde con el H7 el cual 

en la macrolactina a se encontraba en 4.35 ppm y ahora está más desplazado por efecto de la 

proximidad de los dos átomos de oxígeno que tiene cerca. Las señales en 5.00, 4.58 y 4.11 

ppm corresponden a los hidrógenos H23, H15 y H13. Sin embargo, una gran diferencia se 

observa en 2.75 y 2.68 ppm en donde se observan dos señales múltiples que corresponden a 

los H3’ y H2’ de la cadena succinilo. El resto de hidrógenos son prácticamente similares a 

los descritos en el espectro de la macrolactina a (Figura 8 y 14). 
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Figura 14. Espectro de RMN 1H de 7-O-succinil macrolactina a (CDCl3 500 MHz) 

 

En el espectro de RMN de 13C (Figura 15) se observan cuatro carbonos más que en el 

espectro de la macrolactina a (Figura 9). Dos de ellos aparecen en la zona de carbonilos 

marcando una gran diferencia en 175 y 171 ppm que corresponden con C4’ y C1’ 

respectivamente. El resto de señales prácticamente son iguales a las mostradas en la 

macrolactina a (Figuras 9 y 15). En la Tabla 7 se resumen las señales de ambos espectros de 

RMN. 
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Figura 15. Espectro de RMN 13C de 7-O-succinil macrolactina a (CDCl
3
, 125 MHz) 

Tabla 7. Datos de RMN de 1H y 13C de 7-O-succinil macrolactina a en CDCl3 

 7-O-succinil macrolactina a  
carbon δH δC 

1 - 166.7 

2 5.61 118.7 

3 6.51 141.9 

4 7.14 130.1 

5 5.93 138.0 

6 2.68 39.4 

7 5.60 72.2 

8 5.68 131.0 

9 6.63 124.7 

10 6.00 130.3 

11 5.38 127.3 

12 2.93, 2.35 34.7 

13 4.11 70.8 

14 1.86 38.6 

15 4.58 70.3 

16 5.56 131.8 

17 6.09 131.7 

18 6.04 130.0 

19 5.55 135.5 

20 2.22, 2.07 31.9 

21 1.63 24.3 

22 1.83 34.2 

23 5.00 71.7 
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24 1.29 20.0 

1' - 171.1 

2’ 2.68 28.6 

3’ 2.75 29.6 

4’ - 175.0 

 

Posteriormente, se obtuvieron dos compuestos de tipo dicetopiperazinas. La primera se 

obtuvo como un sólido blanco el cual se analizó por RMN y se determinó por comparación 

con los compuestos obtenidos previamente por el grupo de investigación que es una 

dicetopiperazina L-Pro-L-Val y se puede observar su espectro en la figura 16. 

En el espectro de RMN de 1H (Figura 16) se pueden observar señales muy similares 

a las observadas para el espectro de L-Pro-L-Leu. Se observa en 5.68 ppm el hidrógeno del 

grupo amino. En 4.1 y 3.9 ppm dos señales, una es triple y la otra es simple ancha, (J =8.0 

Hz y J = 10 y 4 Hz), los cuales son hidrógenos de los 2 centros estereogénicos, integran para 

un hidrógeno cada señal y corresponden con el H6 y H9. En 3.63-3.56 ppm se observan dos 

señales múltiples que integra para un hidrógeno cada una y que corresponde con H3. En 

2.64 se observa una señal que integra para un hidrógeno y que corresponde con H10. En 

2.38 ppm se observa una señal que integra para un hidrógeno y que corresponde con H5a. 

De manera similar en 2.05 ppm se observan una señal que integran para dos hidrógenos y 

que corresponden con H5b y H4a. En 1.9 ppm se observa una señal séptuple que integra 

para un hidrógeno que corresponde con H4b. Finalmente en 1.06 y 0.91 ppm se observan 

dos señales dobles que integran para tres hidrógenos cada una y que corresponden con los 

metilos H11 y H12. Se puede ver que están más separados los metilos que en el caso de L-

Pro-L-Leu. 
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Figura 16. Espectro de RMN 1H L-Pro-Val (CDCl3 500 MHz) 

 

En el espectro de RMN 13C (Figura 17) del compuesto designado como L-Pro-Val se 

observan señales muy similares a las del compuesto L-Pro-L-Leu pero con un carbono 

menos. En la tabla 8 se resumen las señales de ambos espectros de RMN. 
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Figura 17. Espectro de RMN 13C L-Pro-Val (CDCl3, 125 MHz) 

 

Tabla 8. Datos de RMN de 1H y 13C de L-Pro-L-Val en CDCl3 

RMN 1H  

 (ppm) 

Grupo J (Hz) RMN 13C   

 (ppm) 

Grupo 

5.68 NH  169.8 C7 

4.08 H6 8.0  164.8 C1 

3.94 H9 10, 4 60.2 C6 

3.63– 3.56  2H3  58.6  C9 

2.64 H10  45.1 C3 

2.38  H5a  28.3 C5 

2.05 H5bH4a  28.1 C10 

1.91  Hb4  22.2 C4 

1.0  3H12 6.6 19.3 C11 

0.95  3H13 6.6 15.9 C12 
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Prácticamente junto con la dicetopiperazina L-Pro-L-Val en la purificación de la 

fracción 7 se obtuvo otro compuesto de tipo dicetopiperazina. Se procedió a analizar por 

RMN y se identificó como una dicetopiperazina L-Pro-L-Phe. 

En el espectro de RMN de 1H (Figura 18), a diferencia de los espectros de las dos 

dicetopiperazinas anteriormente analizadas (Figuras 12 y 16), se observan señales en la 

región de aromáticos (7.36-7.22 ppm) que integran para cinco hidrógenos. En 5.59 ppm se 

observa una señal ancha que corresponde al NH. En 4.27 ppm se observa un doble de dobles 

(J= 10.5, 3 Hz) que integra para un hidrógeno y que corresponde con H9. En 4.09 ppm se 

observa una señal triple (J= 8.5 Hz) que integra para un hidrógeno que corresponde al H6. 

En 3.63-3.56 ppm se observa una señal múltiple que integra para tres hidrógenos y que 

corresponden con 2H3 y H10a. En 2.77 ppm se observa el hidrógeno H10b. En 2.34 ppm se 

observa una señal que integra para un hidrógeno y que corresponde con H5a. De manera 

similar en 2.03 ppm se observa una señal que integran para dos hidrógenos y que 

corresponden con H5b. En 1.9 ppm se observa una señal séptuple que integra para dos 

hidrógenos que corresponde con H4. 

 

Figura 18. Espectro de RMN 1H L-Pro-L-Phe (CDCl3 500 MHz) 

En el espectro de RMN 13C (Figura 19) del compuesto designado como L-Pro-L-Phe 

se observan señales que no estaban en los espectros de las dicetopiperazinas anteriores que 

son las que se encuentran en 135.9, 129.4, 129.0 y 127.6 ppm correspondientes a los 
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carbonos aromáticos del grupo fenilo. En la tabla 9 se resumen las señales de ambos 

espectros de RMN. 

 

 

Figura 19. Espectro de RMN 13C L-Pro-L-Phe (CDCl3, 125 MHz) 

Tabla 9. Datos de RMN de 1H y 13C de L-Pro-L-Phe en CDCl3 

RMN 1H  

 (ppm) 

Grupo J (Hz) RMN 13C 

  (ppm) 

Grupo 

7.29 Ph-Phe  169.3 C7 

5.59 NH  165.0 C1 

4.27 H9 10.5, 3.0  135.8 C1’ 

4.09 H6 8.5 129.4 C3’, C5’ 

3.65  Ha10  129.0 C2’, C6’ 

3.56 H3  127.6 C4’ 

2.77  Hb10 14.5, 10.5 59.2 C6 

2.34 Ha5  56.2 C9 

2.03 Hb5  45.7 C3 

1.91  H4  36.8 C10 

   28.3 C5 

   22.6 C4 
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5.3.4 Fracciones 11-13 

 

Continuando con el análisis de metabolitos secundarios y por lo reportado en la bibliografía, 

los microorganismos son excelentes productores de bacteriocinas y en el caso de Bacillus, 

no es excepción.  

Se realizó un primer análisis de la actividad antibacterial de las fracciones 11-13, la 

cual se resume en la tabla 10. En esta tabla se aprecia que las fracciones 11 y 12 tienen 

actividad contra varias bacterias lo que da idea de que en ellas existen bacteriocinas. 

 

Tabla 10. Halos de inhibición en mm para las fracciones 11-13 de B. weihenstephanensis. 

Bacteria F-11 F-12 F-13 

Bacillus cereus 18 12 0 

Listeria monocytogenes 14 8 0 

Staphylococcus aureus 0 0 0 

Staphylococcus saprophyticus 21 15 0 

Vibrio paraemolitycus 12 11 10 

Escherichia coli 8 7 0 

Salmonella 0 9 6 

Shigella 13 10 7 

 

Se analizaron las fracciones más polares de la 11 a la 13 (mayor porcentaje de metanol) y se 

determinó por la técnica de electroforesis SDS-PAGE la existencia de una bacteriocina con 

un peso de 3.71 kDa (Figura 20). 

 

Figura 20. Electroforesis en gel de poliacrilamida de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) 

de la bacteriocina producida B. weihenstephanensis. 

 

La bacteriocina fue tratada con diferentes disolventes para probar su solubilidad 

siendo soluble en agua y metanol. También se le hicieron pruebas de estabilidad a diferentes 

temperaturas siendo estable en un rango de 60–80 oC y 100 oC su estabilidad se redujo en un 
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15% y se perdió completamente a 121 oC por 20 minutos. Se midió su susceptibilidad en 

rangos de pH diferentes y se comprobó que permanecía estable en rangos de pH 2–10. 

Debido a que las bacteriocinas son antibacteriales, se analizó su actividad 

antimicrobiana contra diversas bacterias mostrando actividad bacteriostática contra Listeria 

monocytogenes y actividad bacteriolítica contra Bacillus cereus con un halo de inhibición de 

1.5 cm, como se observa en la Tabla 11. 

Tabla 11. Actividad antibacteriana de la bacteriocina de B. weihenstephanensis contra 

varias bacterias expresadas en mm. 

BACTERIA B. weihenstephanensis 

(3.71 kDa) 

L. monocytogenes  10* 

B. cereus 15 

S. choleraesuis 0 

V. parahaemolyticus 0 

V.cholerae 0 
*Bacteriostatico 

 

Esta actividad antibacteriana también fue observada mediante el experimento de auto 

radiografía en multicapa. Este experimento consiste en colocar el gel que se obtuvo por 

electroforesis SDS-PAGE en una placa que tenga agar, posteriormente, se adiciona agar 

semisólido inoculado con la bacteria que se va a utilizar para la prueba y se incuba por 24 

horas a 29 oC. Se eligieron B. cereus (Figura 21A) y L. monocytogenes (Figura 21B) como 

bacterias indicadoras. Se puede observar que en B. cereus se nota el halo bien nítido 

mientras que en L. monocytogenes se nota un halo opaco que indica la actividad 

bacteriostática hacia esta bacteria. 

Figura 21. Actividad en la auto-

radiografía en multicapa 

utilizando A) B. cereus y B) L. 

monocytogenes. 
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5.4 Compuestos naturales obtenidos de B. cereus 

 

Se continuó trabajando con la cepa ELI67 la cual fue identificada genéticamente como B. 

cereus, que es la especie que le da el nombre al grupo. 

Para la extracción de los metabolitos secundarios se utilizó la misma resina 

Amberlita XAD-16®. Se obtuvieron 18.90 gramos de extracto con un rendimiento de .875 

miligramos (mg) por litro de extracto, de un total de 21.6 litros.  

Se realizó un fraccionamiento general con 3.5 gramos del extracto obtenido, 

mediante cromatografía en columna utilizando gel de sílice (70-230 mesh) como fase 

estacionaria y como fase móvil diferentes disolventes como hexano, acetato de etilo y 

metanol. Se obtuvieron 12 eluatos de 200 mL como se muestra en la Tabla 12. 

Tabla 12. Fracciones obtenidas del fraccionamiento del extracto crudo 

Eluyentes Proporción % fracción 

Hexano 100 1 

Hexano: AcOEt 75:25 2 

Hexano: AcOEt 50:50 3 

Hexano: AcOEt 25:75 4 

AcOEt 100 5 

AcOEt: MeOH 90:10 6 

AcOEt: MeOH 80:20 7 

AcOEt: MeOH 70:30 8 

AcOEt: MeOH 60:40 9 

AcOEt: MeOH 50:50 10 

AcOEt: MeOH 20:80 11 

MeOH 100 12 

 

Se realizó un seguimiento cromatográfico en capa fina para las fracciones, utilizando 

como revelador luz UV de onda corta (254 nm) y onda larga (365 nm) para observar las 

fracciones de cuantos compuestos se componían. 
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5.5 Purificación de los compuestos naturales obtenidos de B. cereus 

A modo de resumen se presenta en la Tabla 13 los compuestos que se identificaron 

en esta cepa de B. cereus en las fracciones obtenidas. 

Tabla 13. Compuestos encontrados en B. cereus 

Fracciones Bacillus cereus 

1 GRASA 

2 Ftalato de 2 bis-R-(2-etilhexilo) 

3 ------ 

4 ------ 

5 1-Palmitilglicerol 

6 L-Pro-L-Leu 

7 L-Pro-L-Val 

L-Pro-L-Phe 

8 Lipopéptidos 

9 Lipopéptidos 

10 Bacteriocina 1.67 kDa 

11 Bacteriocina 1.67 kDa 

12 Bacteriocina 1.67 kDa 

 

Se puede observar que en esta cepa se aislaron varios compuestos que ya se habían 

aislado anteriormente en B. mycoides, B. toyonensis, B. thuringiensis y B. 

weihenstephanensis. Uno de ellos es el compuesto Ftalato de 2 bis-R-(2-etilhexilo), muy 

común en general en Bacillus. Se puede resaltar que las dicetopiperazinas son compuestos 

muy comunes, sin embargo, las encontradas en B. cereus son exactamente las mismas que 

las encontradas en B. weihenstephanensis que son L-Pro-L-Val, L-Pro-L-Phe y L-Pro-L-

Leu. También se encuentran los lipopéptidos y las bacteriocinas que son de origen peptídico 

y cuya biosíntesis se encuentra codificada en genes alojados en el cromosoma de la mayoría 

de Bacillus Sp También se pudo identificar el 1-Palmitilglicerol que se aisló en B. mycoides 

y B. weihenstephanensis. 

No se pudo identificar ningún compuesto que no hubiera sido anteriormente aislado 

de las otras especies. Sólo llama la atención el bajo peso molecular de la bacteriocina aislada 

que es de 1.67 kDa. 
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5.5.1 Fracción 5 

Para la purificación de la fracción 5 se hizo por medio de una pequeña columna con una 

altura de 6 cm y un diámetro de 1.6 cm, de dicha purificación se obtuvieron alrededor de 

110 tubos de ensayo con 1-2.5 ml de mezcla de disolventes para la separación de sus 

componentes. Se pudo identificar el 1-Palmitilglicerol que se obtuvo con una mezcla de 

hexano/acetato de etilo 1:1 y es coincidente el tipo de estructura con lo que previamente se 

identificó en nuestro grupo de trabajo.  

5.5.2 Fracción 6 

Esta fracción se obtuvo a partir de la columna general con una mezcla de acetato de etilo y 

metanol (98:2) por lo tanto se utilizaron mezclas similares en polaridad. Se utilizó una 

columna pequeña de 7 cm de altura y 1.7 cm de diámetro. Se obtuvo un sólido blanco, que 

correspondía a la dicetopiperazina (DCP) L-Pro-L-Leu. 

5.5.3 Fracción 7 

Esta se obtuvo de hexano/acetato de etilo 2:8. Se identificó a la DCP L-Pro-L-Val En el caso 

de la segunda reunión se identificó otra DCP siendo L-Pro-L-Phe. 

5.5.4 Fracción 10-12 

Se realizó el análisis de la actividad antibacterial de las fracciones 10-12 que contenían la 

bacteriocina (Tabla 14). En la figura 22 se muestran las actividades antibacteriales de la 

bacteriocina contra algunas bacterias. Se determinó que por su actividad sí era una 

bacteriocina y por la técnica de electroforesis SDS-PAGE se pudo saber que tenía un peso 

de 1.67 kDa, tal y como se muestra en la figura 23. 

 

Tabla 14. Actividad antibacteriana de la bacteriocina de B. cereus contra varias bacterias, 

halos de inhibición expresados en mm. 

BACTERIA B. cereus 

(1.67 kDa) 

L. monocytogenes 12 

B. cereus 10 

S. choleraesuis 0 

E.coli 0 

Shigella 0 

Proteus vulgaris 0 

S.agalactiae 10 

S. aureus 11 

S. saprophyticus 7 

Proteus mirabilis 10 

Enterobacter  8 
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Figura 22: Actividad antibacterial de la bacteriocina (Br) contra A) L. monocytogenes,  

B) Shigella, C) S. aureus y D) B. cereus 

 

Figura 23. Electroforesis en gel de poliacrilamida de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) 

de la bacteriocina producida B. cereus. 

 

 

 

 



 

 

55 

5.6 Estudio comparativo de compuestos naturales obtenidos de las especies del grupo 

B. cereus 

Una vez que se concluyó con las dos cepas que restaban se realizó un estudio 

comparativo acerca de los compuestos naturales aislados de B. cereus ELI67, B. mycoides 

ELI220, B. thuringiensis ELI52, B. weihenstephanensis ELI224 y B. toyonensis ELI73. El 

objetivo era tener una idea acerca del perfil químico de cada especie y relacionarlo con cada 

especie para diferenciar entre estas. En la Tabla 15 se resumen todos los compuestos de las 

cinco especies analizadas. 

Tabla 15. Compuestos químicos aislados de B. cereus, B. mycoides, B. thuringiensis, B. 

weihenstephanensis y B. toyonensis. 

B. cereus B. mycoides B. toyonensis B. thuringiensis B. 

weihenstephanensis 

Ftalato de 2 bis-

R-(2-etilhexilo) 

Ftalato de 2 bis-

R-(2-etilhexilo) 

 Ftalato de 2 bis-

R-(2-etilhexilo) 

Ftalato de 2 bis-R-(2-

etilhexilo) 

1-Palmitilglicerol 1-Palmitilglicerol R-2,3 Dihidroxil 

estereato 

Melanina 1-Palmitilglicerol 

 Ácido antranílico  N-acetil 

triptamina 

 

N-acetil 

triptamina 

Fenetilacetamida 

Triptamina 

Fenetilamina 

Macrolactina a 

7-O-succinil 

macrolactina a 

L-Pro-L-Leu 

L-Pro-L-Phe 

-------- 

L-Pro-L-Val 

L-Pro-L-Leu 

L-Pro-L-Phe             

L-Pro L-Tyr 

-------- 

L-Pro-L-Leu  

L-Pro-L-Phe 

L-Pro-L-Tyr 

L-Pro-L-Val 

L-Pro-L-Leu 

L-Pro-L-Phe 

L-Pro-L-Tyr 

L-Pro-L-Val 

L-Pro-L-Leu 

L-Pro-L-Phe 

-------- 

L-Pro-L-Val 

Lipopéptidos Lipopéptidos Lipopéptidos Lipopéptidos Lipopéptidos 

Bacteriocina  

1.67 kDa 

Bacteriocina  

3.39 kDa 

Bacteriocina  

2.91 kDa 

Bacteriocina 

3.83 kDa  

Bacteriocina 

3.89 kDa 

Bacteriocina 

 2.6 kDa 

Bacteriocina  

4.1 kDa 

Bacteriocina  

3.71 kDa 

 

Como se observa en la tabla 15 algunos compuestos son muy comunes y aparecen en 

todas las especies del grupo B. cereus, tal como las dicetopiperazinas, las cuales habían sido 
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reportadas ya en el grupo de investigación27 o el Ftalato de 2 bis-R-(2-etilhexilo) que 

también se encuentra ampliamente distribuido en el género Bacillus.28 

Los lipopéptidos también son compuestos de origen peptídico muy comunes en el 

género de Bacillus con actividad antifúngica. Otros compuestos muy comunes, son las 

bacteriocinas que tienen actividad antibacterial. Aunque en las bacteriocinas una diferencia 

que se puede resaltar es que son de diferente peso molecular de una especie a otra o que a 

veces sólo se puede aislar una y otras veces dos. Sin embargo, es una diferencia poco 

significativa. Los monoacil gliceroles 1-palmitilglicerol y R-2,3 dihidroxil estereato son 

bastante comunes, aunque como se observa no se pudo encontrar en B. thuringiensis. 

En la tabla también se observa que hay un grupo de compuestos que se aíslan en 

algunas especies, pero en otras no. Es el caso de los compuestos indólicos. Los compuestos 

N-acetil triptamina, fenetilacetamida, triptamina y fenetilamina fueron aislado en B. 

thuringiensis y sólo uno de ellos, la N-acetil triptamina, pudo aislarse de B. toyonensis. El 

resto de las especies del grupo de B. cereus no produjo ningún compuesto indólico. Por lo 

tanto, se puede concluir que estos compuestos pueden ser específicos para poder identificar 

B. thuringiensis. 

Sin embargo, el resultado más relevante y llamativo se refiere a los compuestos de 

macrolactina. Dos de estos compuestos, denominados macrolactina a y 7-O-succinil 

macrolactina a, se aislaron únicamente de B. weihenstephanensis, pero no pudieron aislarse 

de ninguna otra cepa. Estos resultados dan una idea de que algunos compuestos son muy 

generales y pueden encontrarse en diferentes especies; sin embargo, hay algunos compuestos 

que son muy específicos y sólo son producidos por algunas especies. Los compuestos de 

macrolactina son muy específicos de la especie B. weihenstephanensis dentro del grupo B. 

cereus, porque fue en la única bacteria donde se identificaron. Tampoco se aislaron 

macrolactinas de B. mycoides, que es una especie muy próxima a B. weihenstephanensis. 

Este resultado es muy interesante, teniendo en cuenta que las especies B. 

weihenstephanensis y B. mycoides son filogenéticamente muy cercanas. En este sentido, 

Soufiane y Cote en 2013 informaron de la similitud entre los genomas de B. cereus, B. 

weihenstephanensis y B. mycoides, son muy próximas en similitud de sus genomas. Incluso 

en su estudio sugirieron que algunas cepas de B. cereus y B. mycoides deberían reclasificarse 

como B. weihenstephanensis.48 Además, Liu y colaboradores realizaron un estudio basado 

en el genoma de algunas cepas de Bacillus para analizar la relación taxonómica entre B. 
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weihenstephanensis y B. mycoides utilizando un enfoque taxonómico polifásico, tipificación 

de secuencias multilocus (MLST) y análisis genómicos.47 Afirmaron que no había 

justificación para mantener un estatus de especie diferente para B. weihenstephanensis y B. 

mycoides, proponiendo que B. weihenstephanensis puede ser un sinónimo heterotípico 

posterior de Bacillus mycoides.47 Esto puede estar contrastando con su apariencia 

morfológica ya que B. mycoides tiene un crecimiento rizoide típico, mientras que B. 

weihenstephanensis es psicrotolerante y el crecimiento en placa es más similar como B. 

cereus. Los datos obtenidos en este estudio indican que el perfil químico es bastante 

diferente entre ambas especies, lo que sugiere que, aunque genómicamente B. mycoides y B. 

weihenstephanensis pueden ser indistinguibles, ambas especies deberían tratarse de forma 

diferente. 
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6. CONCLUSIONES 

 

 Se trabajaron dos especies del mismo grupo de B. cereus como son B. 

weihenstephanensis y B. cereus que es la especie que le da el nombre al grupo, para 

completar un estudio de los compuestos aislados en cinco especies del grupo de B. 

cereus. 

 

 De la especie B. weihenstephanensis se pudieron aislar diferentes compuestos que 

ya se habían aislado anteriormente, como son: 2 bis-R-(2-etilhexilo) Ftalato, el 1-

Palmitilglicerol y las dicetopiperazinas L-Pro-L-Leu, L-Pro-L-Val y L-Pro-L-Phe, 

lipopéptidos y una bacteriocina de 3.71 KDa. 

 

 Sin embargo, el resultado más relevante y llamativo se refiere a los compuestos de 

macrolactina. Dos de estos compuestos, denominados macrolactina a y 7-O -

succinil macrolactina a, se aislaron únicamente de B. weihenstephanensis, pero no 

pudieron aislarse de ninguna otra cepa. 

 

 De la especie de B. cereus no se pudo identificar ningún compuesto que no hubiera 

sido anteriormente aislado de las otras especies. Sólo llama la atención el bajo peso 

molecular de la bacteriocina aislada que es de 1.67 kDa. 

 

 Se realizó un estudio comparativo de todos los compuestos aislado de las cinco 

especies B. cereus ELI67, B. mycoides ELI220, B. thuringiensis ELI52, B. 

weihenstephanensis ELI224 y B. toyonensis ELI73. 

 

 Se observó que algunos compuestos son muy comunes en las diferentes especies, 

como son las dicetopiperazinas, el Ftalato de 2 bis-R-(2-etilhexilo) y los monoacil 

gliceroles. 
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 Los compuestos indólicos N-acetil triptamina, fenetilacetamida, triptamina y 

fenetilamina fueron aislados sólo en B. thuringiensis por lo que estos compuestos 

pueden ser específicos para poder identificar B. thuringiensis. 

 

 Los compuestos macrolactina a y 7-O -succinil macrolactina a, se aislaron 

únicamente de B. weihenstephanensis, pero no pudieron aislarse de ninguna otra 

cepa, siendo muy específicos de la especie B. weihenstephanensis. 

 

 

 No se aislaron macrolactinas de B. mycoides, que es una especie muy próxima a B. 

weihenstephanensis.  

 

 Los datos obtenidos en este estudio indican que el perfil químico es bastante 

diferente entre ambas especies, lo que sugiere que, aunque genómicamente B. 
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mycoides y B. weihenstephanensis pueden ser indistinguibles, ambas especies 

deberían tratarse de forma diferente. 

 

 En este estudio dos tipos de compuestos son específicos de especies, los indólicos y 

las macrolactinas, los cuales se relacionan con B. thuringiensis y B. 

weihenstephanensis respectivamente. Por lo tanto, el perfil químico de cada especie 

ayuda a definir qué especie tenemos en placa.  
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