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RESUMEN
Se determinó el perfil de los ácidos grasos de seis aislados de Bacillus
spp. mediante cromatografía gaseosa. El análisis permitió identificar
dos de los aislados como B. subtilis, otro se agrupó en el género Bacillus
y los restantes aislados se agruparon dentro del grupo de B. cereus.
Aunque el análisis FAME no permitió identificar taxonómicamente
todos los aislados, sí posibilitó confirmar el espectro bacteriano.
Aun cuando el análisis FAME permite la identificación a nivel de
especie en unos casos y en otros no, la técnica es utilizada frecuen-
temente por diversos laboratorios en el mundo por sus potencialida-
des en la diferenciación bacteriana, y es muy útil como sistema de
identificación de primera línea.

Palabras claves: Bacillus, cromatografía gaseosa, ácidos grasos,
taxonomía

ABSTRACT
Fatty acids profiles from six Bacillus spp. isolates were determined by
gas chromatographic. The fatty acids methyl esters (FAME) analysis
let identified two isolates as B. subtilis, another one was grouped in
Bacillus genus and the rest were included into B. cereus group. Although
FAME analysis did not allowed species differentiation, it facilitated
the bacterial spectrum classification of isolates. Even though the
FAME analysis allows identification at species level in some cases
and not for others, the technique is used by numerous laboratories for
routine based identifications of bacteria, because it has a potential
for species differentiation within the genus Bacillus and it is very useful
as first line identification system.
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El género Bacillus está constituido por un grupo diver-
so de bacterias ampliamente distribuidas en el suelo y
en otros ecosistemas naturales. Debido a su habilidad
de formar esporas resisten un rango variable de condi-
ciones ambientales, por lo que se adaptan fácilmente a
diversos hábitats. La identificación de las especies per-
tenecientes a este género se realiza comúnmente me-
diante pruebas bioquímicas. En algunos casos una iden-
tificación segura resulta difícil debido a que comparten
propiedades bioquímicas y morfológicas importantes
[Kwon et al., 2009]. Actualmente las técnicas de iden-
tificación empleadas con más frecuencia incluyen el
análisis de los ácidos grasos totales, la electroforesis en
geles de poliacrilamida (SDS-PAGE), los perfiles
genómicos y las técnicas de microarreglos [Parvathi et
al., 2009].

La primera evidencia de que los ácidos grasos celulares
podían utilizarse para la identificación de bacterias la
informó Abel et al. (1963), y el primer análisis del géne-
ro Bacillus lo realizó Kampfer (1994), quien concluyó
que este análisis tiene potencial para la diferenciación
de especies de este género.

Slabbinck et al. (2008) plantearon que el objetivo de
una herramienta de identificación de primera línea como
el análisis FAME no es lograr una identificación exac-
ta, sino obtener el espectro bacteriano del aislado en
cuestión.

El análisis de los perfiles de los ésteres metílicos de los
ácidos grasos totales (FAME) es una herramienta de
identificación fácil, automatizada, que se emplea
rutinariamente en la investigación microbiológica por
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varios laboratorios en el mundo, la cual es cada vez
más importante en la identificación bacteriana, y es
lo suficientemente sensible y confiable para agrupar
al género Bacillus a nivel de especies [Kwon et al.,
2009].

La selección de nuevos aislados bacterianos con fines
industriales biotecnológicos, efectivos en el control de
plagas entre otras aplicaciones, es una práctica que se
realiza en numerosos laboratorios y centros de investi-
gación. El Laboratorio de Desarrollo de Bioplaguicidas
del Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal dis-
pone de aislados de Bacillus spp., que se han identifica-
do y caracterizado por métodos bioquímicos y
moleculares. En este trabajo se realizó la identificación
y cuantificación del perfil de los ácidos grasos de seis
aislados de Bacillus pertenecientes a esta institución,
nombrados E4, 4, 21, LBT 87, LBT 99 y LBT 111.

La preparación y el análisis de las muestras se realizó
según el protocolo descrito en el manual del fabricante
(Sherlock Microbial Identification System version 5.5
MIDI, Inc., Newark, DE, USA).

Los aislados bacterianos se desarrollaron en medio de
cultivo caldo triptona soya a 28 ± 2 °C durante 24 h.
Transcurrido el tiempo de crecimiento se tomaron cua-
tro asas de crecimiento bacteriano del tercer cuadrante
de la placa de Petri y se trasvasaron a tubos de cultivo
específicos de cromatografía gaseosa. A continuación
se realizó el proceso de saponificación, para lo cual se
adicionó 1 mL de una solución de NaOH 15 % en

metanol 50 %. Seguidamente se realizó la metilación
con la adición de 2 mL de una solución de HCl 6N en
metanol 50 %, y se realizó la extracción de los ácidos
grasos formados con la adición de 1,25 mL de hexano o
metil terc-butil éter (MTBE). Finalmente se realizó el
lavado de la fase orgánica con 3 mL de una solución de
NaOH 1,2 %, y las muestras se trasvasaron para via-
les específicos de cromatografía gaseosa. Se utilizó un
cromatógrafo gaseoso Agilent modelo 6850 con colum-
na Ultra 2 [25 m de longitud, ID (diámetro interno) 0,2 mm
y Film (recubrimiento interno) 0,33 μm], 5 % fenil metil
siloxano, detector FID, gas portador hidrógeno (30 mL/min),
nitrógeno (30 mL/min), volumen inyectado automá-
ticamente 2 μL (inyector automático serie 7683), modo
de inyección split (liner 19251-60540), temperatura del
inyector 250 °C, temperatura del detector 300 °C, pro-
grama de temperatura del horno: 170 °C inicial, rampa
5 °C/min hasta 260 °C durante 18 min, rampa 40 °C
hasta 310 °C durante 1,5 min.

La biblioteca de comparación empleada fue la Sherlock
TSBA versión 6.

Para las cepas 4, E4 y 21 se obtuvo una alta proporción
de ácidos 15:0 iso y 15:0 anteiso, composición caracte-
rística para la especie B. subtilis, contrariamente a lo
que ocurrió en las cepas LBT87, LBT99 y LBT111,
donde hubo una menor proporción de ácidos grasos 15:0
anteiso típico de la especie thuringiensis. En la Tabla se
pueden apreciar los índices de similitud relacionados
con cada cepa estudiada.

 Índices de similitud obtenidos en el análisis FAME  
 

Cepa Índices de similitud 

4 0,833 Bacillus subtilis 

E4 
0,622 Bacillus subtilis 
0,490 Paenibacillus macerans (Bacillus) 
0,410 Bacillus atrophaeus 

21 

0,488 Paenibacillus macerans (Bacillus) 
0,472 Bacillus atrophaeus 
0,451 Virgibacillus pantothenticus (Bacillus) 
0,424 Bacillus subtilis 
0,383 Paenibacillus larvae pulvifaciens (48 h, Bacillus) 

LBT87 0,449 Bacillus cereus GC subgroup B 
0,350 Bacillus cereus GC subgroup A 

LBT99 0,521 Bacillus cereus GC subgroup B 
0,410 Bacillus cereus GC subgroup A 

LBT111 0,354 Bacillus cereus GC subgroup B 
0,308 Bacillus cereus GC subgroup A 
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El análisis del perfil de los ácidos grasos permitió iden-
tificar con precisión los aislados E4 y 4 dentro de la
especie B. subtilis. En ambos aislados los porcentajes
de similitud estuvieron por encima de 0,6; valor a par-
tir del cual se considera válida la identificación. Aun-
que el aislado 21 se agrupó dentro del género Bacillus
no se pudo determinar la especie de manera precisa.
Sosa et al. (2006) identificaron los aislamientos E4, 4 y
21 como B. subtilis mediante pruebas bioquímicas y el
minikit API 50 CHB (Biomérieux).

Los aislamientos LBT 87, 99 y 111 tuvieron índices de
similitud bajos que los ubicaron dentro del grupo de
B. cereus. Probablemente en estos aislados no se pudo
discernir la especie porque los ácidos grasos presentes
en la pared celular son muy similares, por lo que hay
que emplear otros métodos para la identificación. El
perfil FAME de B. cereus y B. thuringiensis es muy
similar, por lo que es necesario el análisis del cristal
parasporal producido solamente por B. thuringiensis
para su diferenciación. Carreras (2009) identificó estos
tres aislados como B. thuringiensis, principalmente por
la presencia del cristal parasporal.

El género Bacillus contiene dos grupos de especies muy
relacionadas: el grupo B. cereus en el cual se incluyen
las especies anthracis, cereus, mycoides, thuringiensis,
pseudomycoides y weihenstephanensis [Euzeby, 2007],
y el grupo B. subtilis, que contiene las especies
amyloliquefaciens, licheniformis, atropheus, axarquensis,
mojavensis, pumilus, sonarensis, subtilis, tequilensis,
vallismortis y velezensis. La resolución taxonómica del

FAME debe determinarse para cada taxón separada-
mente, ya que en algunos géneros permite la identifica-
ción a nivel de especies y en otras no. No obstante, las
diferencias en la longitud de las cadenas, posición de
los dobles enlaces y la unión de los grupos funcionales
hacen a los ácidos grasos un marcador taxonómico muy
útil [Slabbinck et al., 2008].
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