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RESUMEN 

Este trabajo forma parte de un proyecto de investigación multidisciplinario que tiene 

como objetivo descubrir metabolitos bioactivos a partir de microrganismos de la 

biodiversidad de nuestro país. Así, en este trabajo se realizó el estudio químico, biológico y 

metabolómico preliminar de bacterias provenientes de cenotes y manglares de la península 

de Yucatán. Estos hábitats fueron seleccionados debido a sus características ambientales 

y biológicas únicas en el mundo, por lo que se espera que alberguen organismos singulares 

con capacidades metabólicas desconocidas. 

En primer lugar, se acondicionaron e identificaron 9 bacterias aisladas de distintas zonas 

en la península de Yucatán. Los organismos se cultivaron y sus extractos orgánicos fueron 

probados contra una serie de patógenos del grupo ESKAPE. De éstas, se seleccionaron 

tres especies que pertenecen al filo de las actinobacterias para su estudio químico 

biodirigido y metabolómico. Así, se logró el aislamiento de 5 compuestos puros (cuatro 

derivados de ácidos cólicos y uno de glicerol) y dos más que se encuentran en proceso de 

caracterización, mismos que se sometieron a un ensayo de actividad anti-biopelícula contra 

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), dando resultados prometedores 

como moduladores de la producción de biopelículas, un importante factor de virulencia.  

Finalmente, se realizó el estudio metabolómico no dirigido empleando la plataforma 

del GNPS, obteniéndose una serie de redes moleculares mejoradas con la herramienta 

MolNetNehancer. En éstas, se logró visualizar el repertorio químico y potencial biosintético 

de las cuatro especies bacterianas estudiadas más prometedoras (incluyendo la que no 

logramos crecer para su estudio químico), mediante la anotación de múltiples metabolitos 

de importancia medicinal y biotecnológica. Por otro lado, se analizó la relación que existe 

entre la expresión metabólica y el medio de cultivo en el que se desarrolló el organismo o 

su origen geográfico. 

  



 
 

ABSTRACT 

This work is part of a multidisciplinary research project that aims to discover bioactive 

metabolites from microorganisms of the biodiversity of our country. Thus, in this work, the 

preliminary chemical, biological, and metabolomic study of bacteria from cenotes and 

mangroves of the Yucatan peninsula was carried out. These habitats were selected due to 

their unique environmental characteristics and are expected to host unique organisms with 

unknown metabolic capacities. 

First, nine bacteria isolated from different areas in the Yucatan peninsula were 

conditioned and identified. The organisms were cultured, and their organic extracts were 

tested against a series of pathogens from the ESKAPE group. From these, three species 

belonging to the actinobacteria phylum were selected for biodirected-guided chemical and 

metabolomic studies. Overall, the isolation of 5 pure compounds was achieved (four 

derivatives of cholic acids and one of glycerol) and two more that are in the characterization 

process. All compounds were subjected to an anti-biofilm activity test against 

Staphylococcus aureus resistant to methicillin, giving promising results as modulators of 

biofilm production, an important virulence factor. 

Finally, the bacterial extracts were subjected to an untargeted metabolomic study using 

the GNPS platform, obtaining a series of molecular networks that were improved using the 

MolNetNehancer tool. In these, it was possible to visualize the chemical repertoire and 

biosynthetic potential of the four most promising bacterial species studied (including the one 

we could not grow for its chemical study) by annotating multiple metabolites of medicinal 

and biotechnological importance. On the other hand, the relationship between metabolic 

expression and the culture medium in which the organism developed or its geographical 

origin was analyzed. 

 

 

 



1 
 

1. ANTECEDENTES 

1.1. La importancia de los productos naturales provenientes de microorganismos 

en el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos 

Los productos naturales (PN) son compuestos químicos que han sido desarrollados 

y modificados por organismos vivos a lo largo de millones de años de evolución para fines 

adaptativos y/o de comunicación entre especies. Muchos PN de importancia medicinal son 

producidos por plantas terrestres, animales, organismos marinos, microorganismos y 

animales vertebrados e invertebrados. En una revisión hecha por Newman y Cragg en 2020 

(Figura 1), se demostró que poco más del 40% de los fármacos aprobados por la Food and 

Drug Administration (FDA) de los Estados Unidos de América entre 1981 y 2019, tienen su 

origen a partir de un PN (macromoléculas, PN inalterados, mezclas botánicas y derivados 

de PN) y otro 25% adicional está inspirado en un PN (mímesis o imitando el farmacóforo de 

un PN). En la misma revisión se encontró que cerca de la mitad de los fármacos 

antimicrobianos (antibacterianos, antimicóticos y antiparasitarios) provienen directamente 

de una fuente natural1. 

 
Figura 1. Nuevos fármacos aprobados por la FDA desde 1981 al 2019 por categoría; n = 1881. B: 
macromolécula biológica, N: PN inalterado, NB: mezcla botánica estandarizada, ND: derivado de 

PN, S: sintético, S*/NM: sintético que mimetiza a un PN, S*: sintético con farmacóforo de un PN, V: 
vacuna. Adaptado de Newman y Cragg1. 

Desde los inicios de la humanidad, las principales fuentes de PN con fines 

medicinales fueron las plantas. Así, se han evidenciado el uso de aceites esenciales del 

cedro, el pino ciprés, la mirra y la amapola, para tratar afecciones como la tos, la fiebre, 

inflamaciones e infecciones parasitarias y dolores, en descripciones mesopotámicas que 

datan del año 2,600 a.C. Estas sustancias eran usadas de forma regular hasta el siglo XX, 
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en el que gracias al descubrimiento de la penicilina en 1928 por Alexander Fleming2, el 

desarrollo de los PN vio un desplazamiento significativo, desde las plantas hacia los 

microorganismos. Desde entonces los compuestos obtenidos de microorganismos se han 

aplicado exitosamente en medicina y muchas otras industrias. En lo tocante a los 

antibióticos, en la década de los 40s sedesarrollaron algunos fármacos como la 

estreptomicina, el cloranfenicol y la clortetraciclina3–5 (Figura 2). Pronto, el descubrimiento 

de agentes antimicrobianos se disparó y comenzó la denominada “era de oro de los 

antibióticos” durante las décadas de los 50s y 60s, dando origen a los antimicrobianos más 

importantes hasta la fecha: la cefalosporina C, la eritromicina y la vancomicina6,7 (Figura 

2). A partir de entonces, los PN han tenido una participación prominente como fuente de 

nuevos compuestos con diversas actividades que han llegado a la clínica. Solo hace falta 

mencionar el paclitaxel, la trabectedina y la vinblastina, empleados como agentes 

anticancerígenos; la caspofungina, la nistatina y la griseofulvina, como antimicóticos; y la 

actinomicina D, la rifampicina y la neomicina, como antibacterianos. 
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Figura 2. Ejemplos de antimicrobianos de uso clínico obtenidos a partir de microorganismos. 
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Sin duda, de entre los microorganismos productores de antibióticos, las 

actinobacterias (o actinomicetos nom. alt.) han sido históricamente los más prolíficos (cerca 

del 70% de todos los antibióticos conocidos hasta la fecha han sido aislados de este filo; 

Figura 3)8. Estas bacterias Gram (+) constituyen uno de los filos más grandes y se 

encuentran distribuidas en ecosistemas tanto terrestres como acuáticos; son protagonistas 

en los procesos de descomposición del suelo; algunas viven en íntima relación con otros 

organismos y tienen un metabolismo secundario muy extenso gracias a su alto contenido 

de G+C en su genoma y a su inmenso potencial biosintético. En consecuencia, estos 

organismos son de importancia central en biotecnología, medicina y agricultura. Dado que 

están presentes en prácticamente todos los ecosistemas del mundo, las actinobacterias 

han adoptado diferentes cualidades. Algunas se perfilan como patógenos (p. ej. 

Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia, Propionibacterium y Tropheryderma), como 

organismos edáficos (p. ej. Micronomospora y Streptomyces), y comensales de plantas (p. 

ej. Frankia) y del tracto gastrointestinal (p. ej. Bifidobacterium)9. Además de los antibióticos 

que producen, las actinobacterias han dado origen a fungicidas (p. ej. kasugamicina y 

polioxinas)10,11 insecticidas y antiparasitarios (p. ej. ivermectina y avermectina)12, herbicidas 

(p. ej. mildiomicina y validamicina A)13 y a compuestos de una enorme diversidad 

estructural, como macrólidos, α-pironas, lactonas, indoles, terpenos, quinonas, y hasta 

compuestos de estructura única como la resistomicina14. 

 

Figura 3. Clases de antibióticos más relevantes clínicamente provenientes de PN. Adaptado de 
Hutchings, Truman y Wilkinson8 *Inspirados en PN 
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1.2. Ecosistemas marinos inexplorados como fuentes potenciales de nuevos 

compuestos procedentes de actinobacterias 

En años recientes y a pesar del desarrollo de técnicas novedosas para el 

descubrimiento de nuevos fármacos como la química combinatoria, los análisis in silico y la 

biología sintética, la atención sobre los estudios de bioprospección de actinobacterias no 

ha disminuido. En este sentido, dichos estudios se han centrado en la diversificación de 

estrategias para su mejor aprovechamiento, ya que se considera que los actinomicetos 

terrestres han sido exhaustivamente estudiados y se ha encontrado cierta redundancia en 

el redescubrimiento de sus metabolitos9. Así, gracias a los avances en las ciencias 

genómicas, a la fecha se han secuenciados miles de genomas de actinobacterias y se ha 

demostrado que este género tiene la capacidad de producir una multitud de PN no 

observados hasta ahora en laboratorio15. En este contexto, algunas de las estrategias para 

explorar este potencial son la manipulación fisiológica o genética y el aislamiento de 

especies nuevas de sitios inexplorados o con condiciones ambientales consideradas como 

extremas. Esta última propuesta es una de las más contempladas para el descubrimiento 

de nuevos agentes antimicrobianos utilizando sistemas tradicionales de bioprospección, ya 

que se infiere que las fuentes poco exploradas son nichos ecológicos intrincados con 

interacciones complejas que pueden estimular a los organismos a producir metabolitos con 

alta especialización16. 

En ese sentido, en la última década se ha evidenciado un progreso muy significativo 

en la investigación de microorganismos marinos, incluidas las actinobacterias17–23. La 

variedad estructural de sustancias activas impulsadas por la heterogeneidad de condiciones 

son el factor más relevante que ha atraído la atención de la comunidad científica a estos 

organismos. Las actinobacterias de origen marino se encuentran distribuidas a través de 

todo el océano, pero son frecuentemente halladas en las zonas intermareales, estuarios, 

sedimentos marinos (profundos o someros), arrecifes, playas, cavernas submarinas 

(cenotes) y cayos o en asociación simbiótica con animales marinos como peces, moluscos, 

esponjas, algas marinas o plantas de manglar24,25. Estos microorganismos son integrantes 

activos de las comunidades microbianas marinas y forman ecosistemas estables y 

persistentes. Además, tienen un rol profundo en el medio ambiente ya que participan en la 

degradación y reciclaje de varios materiales y nutrientes de forma continua. Se ha reportado 

que los actinomicetos contribuyen a la degradación y al reciclaje de compuestos orgánicos, 

en la mineralización de materia orgánica, en la inmovilización de nutrientes minerales, la 

fijación de nitrógeno, en la mejora de los parámetros físicos y protección medioambiental26.  
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En los últimos 20 años, se han reportado una gran cantidad de actinobacterias 

aisladas de sedimentos del fondo marino, en donde las condiciones ambientales extremas 

(alta presión, baja temperatura, escasa iluminación y concentraciones variables de salinidad 

y oxigenación) pueden favorecer la biosíntesis de metabolitos únicos. Algunos de los 

géneros encontrados en éstas fuentes naturales son Dietzia, Rhodococcus, Streptomyces, 

Salinispora, Marinispora, Aeromicrobium, Salinibacterium, Verrucosispora24, etc. Asimismo, 

se han encontrado una gran variedad de taxones asociados a organismos marinos, como 

las esponjas y los corales, entre los que se encuentran los géneros Micronomospora, 

Rubrobacter, Nocardiopsis y Streptomyces27,28. Finalmente, la exploración de especies 

asociadas a manglares también ha visto un aumento considerable, aislándose especies 

“raras” o “no convencionales” de los géneros Actinomadura, Brevibacterium, Dermabacter, 

Isoptericola, Kytococcus, Nocardiopsis, Nonomuraea, Nesterenkonia, Micronomospora, 

Rothia, Jishengella, etc.29 Todas estas exploraciones han dado exitosos resultados, y ponen 

en evidencia el enorme potencial que representan las bacterias aisladas de ambientes 

marinos poco explorados y ecosistemas acuáticos complejos. No obstante, otros 

ecosistemas acuáticos quedan pendientes por explorar, como los estuarios, los cayos o los 

cenotes. 

1.3. La península de Yucatán 

La península de Yucatán es una de las dos penínsulas de México. Se encuentra en 

la parte septentrional de Mesoamérica y comprende los estados de Yucatán, Quintana Roo 

y Campeche, además del país Belice y la parte norte de Guatemala. Cuenta con una 

extensión de 145,000 km2 y alberga uno de los nichos ecológicos más diversos del mundo. 

En términos de geología, la mayoría del territorio está formado de tierra caliza dura. El 

terreno no presenta ninguna elevación importante y, por consecuencia, la zona carece de 

ríos, por lo que el agua al volver al mar rompe las brechas del subsuelo y forma cavidades 

subterráneas muy extensas. La actual geomorfología e hidrología de la zona es resultado 

de eventos violentos acaecidos cerca de la era Cretácea, principalmente por el impacto de 

un aerolito de cerca de 10 km de diámetro que formó el cráter Chicxulub. El resultado de 

este colosal impacto creó las condiciones para la formación de la placa kárstica y el anillo 

de cenotes en la parte norte de la región30.  

Debido a la ubicación geográfica de la península; entre el Mar Caribe y el Golfo de 

México; las características orográficas de la región, y los patrones climatológicos del 

Océano Atlántico norte y el Pacífico sur (huracanes, tormentas tropicales, El Niño y La Niña, 
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etc.), el clima de la región es extensamente heterogéneo. La costa norte y la zona este son 

las zonas más húmedas durante todo el año. Por otra parte, la temperatura media anual de 

la región ronda los 26 °C y alcanzan su máximo promedio de 36 °C en los meses de agosto 

y septiembre. Gracias a las características climatológicas, geográficas, geológicas, 

hidrológicas, pedológicas y químicas antes descritas, la Península de Yucatán es una 

región que genera un ecosistema con una biodiversidad colosal. Prueba de esto es que se 

han identificado 72 especies de árboles y 203 taxones de plantas endémicos y cerca de 

2,000 especies de animales31. 

En el centro de atención de estos ecosistemas tan variados de la Península de 

Yucatán se erige la red de ecosistemas subterráneos únicos en el mundo los Cenotes (del 

maya ts’onot; «caverna con agua»). Estas estructuras geológicas se forman por la 

disolución de la roca carbonada de la plataforma kárstica de la Península. Su morfología es 

muy variada, mientras unos permanecen cerrados, en otros, la cúpula superior de la cámara 

subterránea colapsa dejando al descubierto una porción de la intrincada red de agua fluvial 

del subsuelo. En algunos cenotes, particularmente en aquellos cercanos al mar, debajo del 

agua dulce se encuentra una capa de agua salada, en donde se manifiesta la estratificación 

meromíctica de las aguas32. En estas zonas en particular, donde el agua de mar se infiltra 

en el acuífero, se crea un hábitat para densos bosques de manglar33. Estos dos 

ecosistemas representan un enorme de nicho de diversidad biológica. Estudios de la 

diversidad microbiológica de ambos ecosistemas por separado han demostrado la inmensa 

varianza en los géneros de bacterias y hongos diferenciados profundamente por las 

condiciones medioambientales34. Los géneros bacterianos más abundantes encontrados 

en los cenotes son las actinobacterias y las proteobacterias35,36. Estas bacterias, junto con 

las arqueas y algunos hongos, han probado tener relevancia en los ciclos del carbono, 

nitrógeno y azufre dentro de los acuíferos, causando la disolución acelerada de la calcita e 

incrementando la alcalinidad del acuífero37. Por su lado, los manglares han presentado una 

diversidad muy similar albergando filos como diversos ordenes de proteobacterias, 

bacteroidetes, cianobacterias, plactomicetos, entre otros38. A pesar de esta enorme 

biodiversidad, los estudios químicos y metabolómicos sobre las actinobacterias de la zona 

han sido muy escasos. Recientemente Fajardo-Hernández et al. realizaron el primer estudio 

de bioprospección sistemático sobre un grupo de hongos y bacterias de los cenotes en el 

centro de la península39.  
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En resumen, los ecosistemas acuáticos de la península de Yucatán poseen una 

biodiversidad muy extensa, no solo en términos de animales y plantas, sino también en la 

diversidad microbiológica que juega un rol fundamental en las dinámicas ecológicas de la 

región. Esta biodiversidad representa un gran potencial para la obtención de actinobacterias 

que produzcan metabolitos novedosos.  

1.4. El problema emergente de la resistencia antimicrobiana 

El descubrimiento de los antibióticos fue un parteaguas en la historia que 

revolucionó la medicina para siempre y ha salvado incontables vidas. Desafortunadamente, 

el uso indiscriminado e inapropiado de los antimicrobianos en el sistema de salud y en la 

industria ganadera, además de las mutaciones intrínsecas, ha obligado a los 

microorganismos a desarrollar estrategias de resistencia a estos compuestos en un intento 

de evolucionar y adaptarse para sobrevivir8. Apenas una década después del 

descubrimiento de la Penicilina ya se había detectado resistencia a este compuesto en 

cepas de E. coli40. A partir de entonces, nuevos antibióticos se desarrollaron haciendo 

modificaciones estructurales a los ya existentes, con el fin de mantener su eficacia contra 

las enfermedades infecciosas. Debido a esto, el uso y consumo de antibióticos alcanzó un 

máximo histórico en la década del 2000-2010, generando ganancias de cerca de $40 mil 

millones de dólares al año en el mundo y se espera que esta cifra aumente un 36% en años 

venideros41. Por otra parte, se ha estimado que en el mundo mueren 1.27 millones de 

personas al año debido a infecciones relacionadas a patógenos con resistencia 

antimicrobiana (RAM), una tendencia que se estima pueda alcanzar los 10 millones para el 

año 205042. Estos datos reflejan la importancia y la magnitud que ha alcanzado el uso y 

abuso de los antibióticos durante la edad moderna.  

En 2017, la Organización Mundial de la Salud (OMS) publicó el primer listado de 

patógenos de alta importancia con resistencia a múltiples antibióticos. Entre ellos se 

encuentran Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp., 

Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, 

Helicobacter pilori y Salmonella spp.43 Como se mencionó antes, esta problemática no se 

limita únicamente al uso clínico de los antibióticos, sino que su influencia se extiende a una 

preocupación ambiental. La falta de disposición correcta de los desechos químicos 

hospitalarios en donde las concentraciones de antibióticos son especialmente altas, el 

desecho de medicamentos no usados en vertederos y la filtración de principios activos a 

través de los efluentes de aguas residuales, significan una oportunidad para los patógenos 
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oportunistas del ambiente para desarrollar RAM41,44. Debido a la dificultad que representa 

el control de estos fenómenos, el problema de la RAM es inminente e inevitable y se teme 

que estos patógenos se conviertan en un problema incontrolable de salud a nivel mundial. 

Ante este escenario, en los últimos años se ha incentivado y promovido el desarrollo y 

descubrimiento de nuevos agentes antimicrobianos que ayuden a frenar esta catástrofe 

venidera43. 

La RAM se manifiesta cuando los microorganismos expresan mecanismos para 

adaptarse a la presencia de fármacos que anteriormente impedían su desarrollo y 

proliferación. Existen numerosos mecanismos de resistencia y a la fecha se han reconocido 

10 de ellos: (i) reducción en la absorción del fármaco por los poros de la membrana externa; 

(ii) degradación de los antibióticos mediada por enzimas (β-lactamasas y esterasas); (iii) 

modificación de los antibióticos mediante enzimas; (iv) degradación y protección mediante 

peptidasas y proteasas; (v) expresión o adaptación de bombas de flujo que expulsen los 

fármacos del interior de la célula; (vi) reducción de la afinidad de las dianas moleculares; 

(vii) modificación de las dianas moleculares; (viii) protección de las dianas; (ix) protección 

ribosomal; y (x) producción de bio-películas45. Hasta el 2017, se habían recabado cerca de 

26 mil artículos relacionados al estudio de MRSA, seguido de K. pneumonea con 

aproximadamente 4,000, los patógenos del filo Enterobacteriaceae y Enterococcus faecium 

resistente a vancomicina en tercer puesto, y finalmente de Streptococcus pneumoniae 

resistente a penicilina43. Lo anterior revela la importancia en la investigación de agentes 

antimicrobianos novedosos par el control de los patógenos clínicos con RAM.  

1.5. Redes moleculares: una herramienta para el estudio de la diversidad 

química 

Las redes moleculares (RM) son un recurso de organización y visualización de los 

datos obtenidos por espectrometría de masas de alta resolución (HRMS) en tándem 

(MS/MS), que fue introducida en 2012 con el fin de analizar la producción de metabolitos 

de diversas colonias microbianas vivas46. Desde entonces, los análisis por RM se han usado 

principalmente para explorar el metabolismo de los microorganismos en diversas 

condiciones de cultivo, de diversos ecosistemas o de organismos poco estudiados47–49; 

además para identificar toxinas de forma rápida50 o como estrategia para acelerar el 

descubrimiento de fármacos potenciales51. Otros trabajos con RM combinan datos de 

minería genómica para encontrar los posibles clústeres de genes biosintéticos (BGC por 

sus siglas en ingles) de los metabolitos, y así explorar el potencial de los organismos para 
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producir metabolitos secundarios novedosos52. Sin embargo, esta técnica no logra predecir 

si los metabolitos serán producidos o no en cada condición. Las RM tienen la ventaja de 

ser como una fotografía instantánea de todos los metabolitos producidos por un organismo 

bajo cierta condición, lo que permite identificar y correlacionar las variables macroscópicas 

con la expresión de un metabolito51.  

El fundamento de las RM es el apareamiento y alineamiento de los espectros de 

masas y los de fragmentación de los iones, seguido de su comparación masiva con aquellos 

contenidos en bases de datos y su análisis de similitud por coeficiente cosenoidal. En 

principio se espera que dos moléculas estructuralmente relacionadas compartan patrones 

de fragmentación cuando se someten a los métodos de fragmentación MS/MS. Con ayuda 

del coeficiente de similitud se pueden construir redes que agrupen espectros similares, 

representados por nodos, unidos a sus semejantes a través de vértices (o edges) y que, 

últimamente “condensan” en clústeres de espectros con características afines53. 

La Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS) es una plataforma 

en línea que permite la comparación de datos espectrométricos experimentales contra 

aquellos contenidos en bases de datos públicas. Su objetivo es crear una plataforma de 

intercambio de información que apoye a la interpretación de los datos obtenidos por HRMS-

MS/MS y la identificación de metabolitos previamente aislados (metabolómica dirigida) 

entre los grupos de investigación de PN. Además, permite generar RM con separación de 

datos en grupos por variable categórica nominal, hacer minería de los datos en busca de 

patrones de perdidas neutras y picos diagnósticos (MS2LDA), anotar posibles metabolitos 

desconocidos usando algoritmos de derreplicación in silico (Dereplicator+) y clasificar los 

metabolitos encontrados en familias químicas (ClassyFire en MolNetEnhancer). Estas 

herramientas permiten describir, interpretar y explicar con mayor detalle los datos obtenidos 

y explorar la diversidad y el espacio químico de los metabolitos de diversos organismos. 

Hasta la fecha, el GNPS cuenta con 44 bibliotecas espectrales disponibles, entre las que 

se encuentran MassBank, Metlin, mzCloud, ReSpect, NIH y librerías de la FDA, de Sigma, 

NIST14, propias de metabolitos, de lípidos, entre otras, y con casi 10 mil usuarios quienes 

comparten sus descubrimientos con la comunidad, creando una red de cooperación 

científica. En resumen, es una herramienta muy versátil para los análisis metabolómicos de 

microorganismos y otras fuentes naturales54. 

Cabe señalar que las RM tienen ciertas limitaciones. En primer lugar, están las variables 

experimentales que impactan en la reproducibilidad de los estudios metabolómicos por RM, 
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tales como la eficiencia en los procesos de extracción de los metabolitos secundarios, la 

variabilidad en la ionización de los metabolitos, la pobre resolución de picos 

cromatográficos, la posible degradación de metabolitos y la generación de artefactos 

durante el proceso de extracción o de análisis. En segundo lugar, se encuentra las 

limitaciones referentes al procesamiento de los datos. Por ejemplo, se sabe de facto que 

las RM solo arrojan información cualitativa, ya que solo los espectros de MS2 son usados 

durante el procesamiento de datos. Por otra parte, para lograr una mejor alineación entre 

los espectros de MS1 y MS2, se requieren de otros programas para el procesamiento de 

datos los cuales también tienen limitaciones y retos. En tercer lugar, están las limitaciones 

referentes a bibliotecas. Los datos disponibles en las bibliotecas del GNPS difieren entre sí 

en términos de intensidad de señal de los fragmentos y en condiciones experimentales, así 

como en el tipo de analizadores de masas y detectores. Esto hace que se puedan anotar 

muchos metabolitos de forma “probable” ya que no han sido confirmados con estándares 

químicos, por lo que estas comparaciones deben ser consideradas con atención y reserva. 

Es recomendable realizar comparaciones más profundas para verificar la identidad de los 

metabolitos. Finalmente, hasta el año 2018, solo del 5% al 6% de los metabolitos detectados 

por RM logran ser anotados automáticamente, esto significa que una enorme cantidad de 

datos son totalmente desconocidos, por lo que se les ha denominado la “materia oscura” 

de la metabolómica. Para sobrellevar esta limitación se han desarrollado herramientas 

computacionales que permiten describir, categorizar y dar más definición a los datos 

“oscuros”. Tal es el caso de MetFrag, MetFusion, SIRIUS, Network-Annotation-Propagation 

(NAP), Derreplicator, y herramientas de minería de datos como el MS2LDA y clasificadores 

de metadatos como el MolNetEnhancer53. 
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2. HIPÓTESIS 

El estudio químico de actinobacterias obtenidas de distintas fuentes naturales de la 

península de Yucatán, y seleccionadas con base en los estudios biológicos y de 

metabolómica preliminares, permitirá el descubrimiento de metabolitos secundarios con una 

diversidad química estructural inusual y con posible aplicación en la terapéutica como 

agentes antimicrobianos. 

3. OBJETIVOS 

El objetivo general del presente proyecto de investigación consiste en descubrir 

nuevos productos naturales biodinámicos a partir de actinobacterias de la Ciénaga de Sisal, 

Yucatán. Para el cumplimiento de éste, se plantearon los siguientes objetivos particulares: 

1. Acondicionar y cultivar de una serie de actinobacterias obtenidas de muestras 

de sedimentos de distintas locaciones de la Península de Yucatán, en distintos 

medios de crecimiento y obtener sus correspondientes extractos orgánicos. 

2. Realizar los estudios biológicos de los extractos obtenidos y seleccionar a las 

especies idóneas para la obtención de moléculas bioactivas. 

3. Cultivar en mediana escala a las especies seleccionadas, obtener los extractos 

orgánicos y realizar el fraccionamiento, la separación y la purificación de los 

metabolitos secundarios de interés mediante técnicas de cromatográficas de 

vanguardia. 

4. Evaluar el efecto anti-biopelícula de los compuestos puros obtenidos contra 

cepas de MRSA. 

En conjunto, los resultados de esta investigación permitirán la identificación de 

especies bacterianas de utilidad para el desarrollo sustentable de procesos biotecnológicos 

encaminados a la obtención de compuestos con posible utilidad terapéutica, además de 

contribuir a la generación de un banco de germoplasma y de moléculas prototipo aisladas 

a partir de estas nuevas fuentes naturales. 
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4. PARTE EXPERIMENTAL 

4.1. Aislamiento de microorganismos 

Las cepas bacterianas empleadas en esta investigación fueron proporcionadas por 

la Dra. Alejandra Prieto Davó, investigadora de la Unidad de Química-Sisal, FQ, UNAM. 

Las cepas provienen de sedimentos marinos de cuatro locaciones en la Península de 

Yucatán: 1) el Cenote Noh-Mozón (20°37’24.40’’ N, 89°23’2.44’’ W), 2) el cenote Tzá-Itza 

(20°43’50.27’’ N, 89°27’56.82’’ W), ambos el interior de la Reserva Estatal Geohídrológica 

“Anillo de Cenotes” (REGAC) en el estado de Yucatán, 3) el manglar de la Reserva 

Ecológica Estatal “El Palmar” (21°07’16.5’’N, 90°04’28.09’’W) y 4) el cenote Xcalak en “Bajo 

cayo de Judas” (18°12’10.7’’N, 87°53’09.9’’W), en el este del estado de Yucatán (Figura 4). 

Con el objetivo de explorar una diversidad amplia de organismos, se eligieron 9 cepas de 

distinto sitio de colecta (Tabla 1). Los organismos se transfirieron en condiciones de 

esterilidad a cajas Petri con medio sólido A1 adicionado con agua marina artificial y se 

mantuvieron en incubación a 37°C durante 48 h hasta observar el crecimiento de colonias. 

 
Figura 4. Ubicación geográfica de los sitios de colecta de las cepas de estudio. 

Tabla 1. Origen de las cepas de estudio. 

Código interno Origen Zona 

NCA-119 Manglar Sisal Exterior 

NCA-145 Manglar Sisal Canal 

NCA-265 Tza-Itzá Cueva, 19 m 

NCA-284 Tza-Itzá Caverna, 15 m 

NCA-291 Noh-Mozón Caverna, 16 m 

NCA-305 Noh-Mozón Cueva, 36 m 

NCA-315 Tza-Itzá Espejo, 3.4 m 

NCA-454 (BE) Xcalak Esponjas 

NCA-455 (19E) Xcalak Esponjas 
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4.2. Caracterización taxonómica de los organismos de estudio 

La caracterización taxonómica de los organismos se efectuó mediante la 

secuenciación de la región 16S ARNr. La extracción del ADN se realizó a partir de cultivos 

axénicos en medio líquido A1 adicionado con sales marinas y sin almidón a temperatura 

ambiente con fotoperiodos luz/oscuridad 12/12 h. Después de 3 días de crecimiento, la 

biomasa se separó por centrifugación y el ADN se extrajo empleando el kit ZR 

Fungal/Bacterial DNA MiniPrepTM (Zymo Research, Orange, CA, EE. UU.) siguiendo las 

instrucciones de fabricante. La reacción de PCR se llevó a cabo en un volumen total de 25 

μL empleando el kit PureTaqTM Ready-to-goTM (General Electric, Fairfield, CT, EE. UU.) 

siguiendo las instrucciones del fabricante utilizando los iniciadores 27F (5’-

AGAGTTTGATCCTG-GCTCAG-3’) y 1472R (5’- GGTTACCTTGTTACGACTT-3’) a 2 μM y 

al menos 2 ng/μL de ADN genómico. La amplificación se llevó cabo en un termociclador 

T100 Thermal Cycler (Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU.) de acuerdo con el siguiente 

programa: 95°C por 5 min (desnaturalización inicial), 35 ciclos (95°C por 40 s, 60°C por 40 

s, 72°C por 90 s) y 72°C por 10 min para el paso de elongación final. Los amplicones se 

secuenciaron usando el iniciador 357F (5'-CTC CTACGGGAGGCAGCAG-3’) en la Unidad 

de Biología Molecular, Instituto de Fisiología Celular, UNAM. Los electroferogramas 

obtenidos se leyeron con ayuda del software FinchTV (versión 1.4.0) y las secuencias se 

usaron para realizar un análisis comparativo de la homología empleando la herramienta 

BLAST de la página de internet del NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast), la cual 

compara las secuencias con aquellas descritas en la base de datos GenBank. 
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Figura 5. Morfología general de las cepas objeto de estudio. 

 

4.3. Cultivo y preparación de extractos orgánicos 

Las cepas se cultivaron en dos medios líquidos distintos: Medio DSC-ASW (5 g 

almidón, 10 g glucosa, 5 g peptona, 5 g extracto de levadura, 32 g de sal marina artificial 

en 1L de agua) y medio ISP2 (4 g extracto de levadura, 4 g dextrosa y 10 g extracto de 

malta). Cada cultivo (500 mL de cada medio) se inoculó agregando un fragmento del cultivo 

bacteriano en agar sólido y los matraces se dejaron en agitación a 120 rpm durante 10 días 

a temperatura ambiente y ciclos de luz-oscuridad 12/12 h. 
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Figura 6. Procedimiento general para la obtención de los extractos bacterianos. 

Una vez finalizado el tiempo de incubación se detuvo la actividad metabólica de los 

cultivos adicionando 50 mL de MeOH, posteriormente se centrifugaron a 6,000 rpm durante 

20 minutos y se recolectó la biomasa (o Pellet) y el sobrenadante por separado. La biomasa 

se sometió directamente a un proceso de extracción exhaustiva con AcOEt y 

subsecuentemente con MeOH. En el caso del sobrenadante se empleó la resina Amberlita 

XAD7HP para capturar los metabolitos del medio líquido y esta resina se eluyó de manera 

homologa a la biomasa. Esta metodología se repitió varias veces con el fin de incrementar 

el rendimiento de los extractos. Los detalles de la estrategia de extracción se resumen en 

la Figura 6. De esta manera se logró la obtención de 60 extractos de las 9 cepas de estudio 

en pequeña escala con un rendimiento variable entre 10 mg y 800 mg. Las cepas NCA-291, 

NCA-454 y NCA-455 crecieron exclusivamente en medio con almidón y sales marinas, por 

lo que solo se obtuvieron cuatro extractos de cada una de ellas. La misma metodología de 

extracción se empleó para la obtención de extractos de mediana escala (20×) de 

organismos selectos, cuyos rendimientos se presentan en la Tabla 2. 
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Tabla 2. Rendimientos de pequeña y mediana escala de los extractos de organismos selectos 

Cepa 
Medio de 

cultivo 
Sustrato Disolvente Clave 

Rendimiento 
1 (mg) 

Rendimiento 
20 (mg) 

NCA-315 

DSC-ASW 

Sobrenadante 
AcOEt G1 28.7 564.5 

MeOH G2 121.9 3,879.0 

Pellet 
AcOEt G3 18.0 215.3 

MeOH G4 54.2 5,090.1 

ISP2 

Sobrenadante 
AcOEt G5 32.0 387.3 

MeOH G6 89.9 1,553.1 

Pellet 
AcOEt G7 10.5 45.2 

MeOH G8 600.8 725.3 

NCA-145 

DSC-ASW 

Sobrenadante 
AcOEt S1 23.8 544.6 

MeOH S2 65.2 3,339.1 

Pellet 
AcOEt S3 16.1 128.1 

MeOH S4 600.0 5,973.5 

ISP2 

Sobrenadante 
AcOEt S5 33.5 382.9 

MeOH S6 62.7 1,395.3 

Pellet 
AcOEt S7 17.5 250.4 

MeOH S8 416.0 2,293.9 

NCA-454 DSC-ASW 

Sobrenadante 
AcOEt Nc1 40.4 297.6 

MeOH Nc2 303.8 3,510.1 

Pellet 
AcOEt Nc3 11.2 53.3 

MeOH Nc4 951.3 3,172.7 

 
4.4. Procedimientos cromatográficos generales 

Los extractos bacterianos se sometieron a un fraccionamiento primario por 

cromatografía tipo flash (CF) o mediante extracción en fase sólida (SPE) usando como 

criterio la solubilidad del extracto en los disolventes disponibles. Para el fraccionamiento 

secundario y purificación se utilizó un Cromatógrafo de Líquidos de Alta Eficiencia (HPLC), 

Cromatografía por Columna Abierta (CCA) o cromatografía de placa delgada (TLC). 

Los extractos solubles en disolventes como MeOH o dioxano 3 (o mezcla de éstos) 

se separaron mediante CF de fase reversa en una columna C18, empleando mezclas 

ternarias de H2O-MeOH-acetona en polaridad decreciente en un cromatógrafo CombiFlash 

Rf+ Lumen System equipado con detector de arreglo de diodos (PDA; barrido de 190-500 

nm) y detector evaporativo de dispersión de luz (ELSD). Por otro lado, los extractos que 

requerían la presencia de agua para lograr la solubilización completa se separaron 

mediante SPE, en cartuchos de C18 de 500 mg/4 mL, Alltech Extract-Clean y con volúmenes 
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de elución de 4 volúmenes de columna (CV), o mediante CF C18 de inyección directa, 

empleando la misma mezcla en todos los casos. 

Para la HPLC de tipo analítica y preparativa se utilizaron como fases estacionarias 

columnas Gemini C18 (5μm, 110 Å, 250 × 4.6 mm y 5 μm, 110 Å, 250 × 21.2 mm, 

Phenomenex) mientras que la fase móvil consistió en mezclas binarias de MeCN con H2O 

acidulada con H2CO2 al 0.1% empleando diferentes gradientes de elución a medida. El flujo 

de la fase móvil se estableció 1 mL/min a nivel analítico y 21.24 mL/min a nivel preparativo. 

El instrumento fue marca Waters conformado por una bomba cuaternaria modelo 2535, un 

inyector automático modelo 2707, y los detectores PDA modelo 2998 y ELSD modelo 2424. 

La adquisición y manejo de datos se realizó con el software Empower 3, proporcionado por 

la misma marca. 

Para la CCA se utilizó como fase estacionaria gel de sílice desactivado al 10% w/w 

y gradientes decrecientes de hexano-CHCl3-AcOEt-MeOH creados a medida. Mientras que 

para la separación por TLC se utilizaron placas de vidrio de 20x20 cm (F254, 210 - 270 µm, 

60 Å, 1.4 μm, Supelco) y diversas mezclas de disolventes de hexano-CHCl3-acetona. 

4.5. Caracterización estructural 

La caracterización estructural de los productos obtenidos se realizó mediante el 

empleo de técnicas espectroscópicas y espectrométricas. Los espectros de resonancia 

magnética nuclear (RMN) mono- y bidimensionales (1D y 2D) se registraron en los equipos 

de 600, 500 y 400 MHz (JEOL ECS-600, Varian VNMRS-400 o Bruker Avance III). Los 

datos de espectrometría de masas de alta resolución (HRESIMS-MS/MS) se obtuvieron en 

el equipo Q-Exactive Plus (modos positivo y negativo) mientras que los de baja resolución 

se obtuvieron en un equipo Waters SQD2 (modos positivo y negativo), todos equipados con 

una fuente de ionización por Electrospray (ESI) y acoplados a un sistema de cromatografía 

de líquidos de ultra eficiencia Acquity UPLC system (Waters). En todos los sistemas 

cromatográficos se utilizó una columna BEH C18 (1.7 μm, 130 Å, 50 × 2.1 mm), empleando 

una mezcla binaria constituida por MeCN (A) y agua con H2CO2 (0.1%; B), en un gradiente 

de elución lineal con una composición inicial de 15% A hasta 100% A en 8 min, manteniendo 

la composición isocrática por 1.5 min y regresando a las condiciones iniciales en 0.5 min, 

utilizando un flujo de 0.3 mL/min. 
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4.6. Evaluación biológica 

4.6.1. Ensayo antimicrobiano 

Los extractos, las fracciones y los compuestos puros obtenidos se evaluaron en un 

ensayo in vitro de potencial antimicrobiano empleando el método de microdilución en placas 

de 96 pozos contra bacterias Gram(+) y Gram(-) pertenecientes al grupo ESKAPE: 

Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 25923 (MSSA), S. 

aureus ATCC 43300 (resistente a meticilina, MRSA), Pseudomonas aeruginosa ATCC 

27853, Enterobacter cloacae, Klebsiella aerogenes ATCC 13048, K. pneumoniae ATCC 

700603, Acinetobacter baumannii ATCC 17978 y A. baumannii cepa 564 (resistente a 

antibióticos). Para este fin las bacterias se cultivaron en medio Müller Hinton o medio LB 

(en el caso de A. baumannii), a 37°C durante 24 h anteriores a cada evaluación. Se realizó 

una suspensión del cultivo en agua destilada estéril ajustando la turbidez con ayuda de una 

referencia de 0.5 en la escala de McFarland. La determinación de la Concentración Mínima 

Inhibitoria (CMI) de los controles positivos se realizó mediante diluciones seriadas de los 

antibióticos vancomicina (para E. faecallis y MRSA), ampicilina (para MSSA) y gentamicina 

(para las bacterias Gram(-)). Cada pozo de la curva contenía 50 μL del antibiótico respectivo 

a la concentración calculada, 100 μL de medio de cultivo y 100 μL de suspensión del 

microorganismo a evaluar.  Las evaluaciones de cada extracto y fracción se realizaron por 

duplicado a 200 mg/mL y 20 mg/mL, a partir de un stock disuelto en DMSO a 10 mg/mL. 

Adicionalmente, se realizaron los controles de crecimiento, de esterilidad y de DMSO al 2%. 

Este último para coincidir con la concentración máxima de DMSO en pozo de cada 

evaluación. Las placas se incubaron a 37°C durante 24 h antes de su revelación con 10 μL 

de solución a 5mg/mL de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) en 

metanol. Posteriormente, la placa se incubó 30 minutos más a 37°C para llevar a término 

la reacción del agente revelador y se leyó la absorbancia a las longitudes de onda de 490 

nm y 608 nm en un espectrofotómetro BioRad® modelo iMark (Hercules, CA, EE. UU.) con 

ayuda del software Microplate Manager® 6 (versión 6.3, BioRad®, Hercules, CA, EE. UU.). 

El cálculo del porcentaje de inhibición se realizó empleando la siguiente fórmula: 

%𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛 = 100 − ቂቀ
ఒ೙௠௨௘௦௧௥௔ିఒ೙௕௖௢ ௘௦௧௘௥௜௟௜ௗ௔ௗ

ఒ೙௖௢௡௧௥௢௟ ௖௥௘௖௜௠௜௘௡௧௢ିఒ೙௕௖௢ ௘௦௧௘௥௜௟௜ௗ௔ௗ
ቁ ∙ 100ቃ ………… (1) 

Para ambos casos, extractos y fracciones, el resultado del cálculo se utilizó para 

catalogar los extractos en una escala discreta cualitativa de actividad: Total (% Inhibición > 

80%), Parcial (% Inhibición entre 80% y 50%) y Nula (% Inhibición < 50%). De esta manera 
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se eligieron los organismos potenciales para el cultivo en mediana escala y posteriormente 

como criterio de selección para el fraccionamiento y purificación de fracciones activas.  

4.6.2. Evaluación de actividad anti-biopelículas en MRSA 

La inhibición de la formación de las biopelículas de MRSA se realizó de acuerdo con 

García-Lara et al.55 con ligeras modificaciones. En resumen, la cepa usada fue la MRSA 

ATCC 43300, que se encontraba conservada en glicerol al 50% v/v a -70°C. La cepa fue 

sembrada en medio agar manitol salado por estría cruzada e incubada a 37°C durante 24 

h. A continuación, a partir de colonias individuales, se inocularon precultivos en 5 mL de 

medio líquido LB a 37°C y 200 rpm 24 h antes del ensayo. Una vez concluida la incubación, 

el crecimiento se determinó midiendo la densidad óptica a 600 nm (DO600) de una dilución 

1:10 v/v del pre-cultivo en agua destilada estéril. Luego, el ensayo de formación de las 

biopelículas se llevó a cabo en microplacas de 48 pozos bajo un ambiente de esterilidad. 

En un volumen final de 1,000 µL de medio LB se sembró la cepa MRSA a una DO600 inicial 

de 0.05. En seguida, se agregaron los compuestos de interés a 16 y 64 µg/mL y los cultivos 

se mantuvieron en incubación por 24 h a 37°C. Se utilizó DMSO como vehículo para la 

disolución de los compuestos y diclofenaco sódico a 60 µg/mL como control positivo56.  

Transcurrido el tiempo de incubación, se leyó la DO600 de cada pozo con el fin de 

medir el crecimiento bacteriano planctónico. Posteriormente, se eliminó el sobrenadante y 

los pozos fueron lavados con 1 mL de agua destilada y después, las biopelículas fueron 

estabilizadas con 1 mL de MeOH absoluto por 20 min en oscuridad. Transcurrido ese 

tiempo, el MeOH se desechó y las biopelículas se dejaron secar para luego ser teñidas con 

1 mL solución de cristal violeta al 1% w/w en agua, dejando en incubación por 40 min. Se 

eliminó el colorante y los pozos se lavaron con agua destilada. El colorante fijo en las 

biopelículas fue eluído con 1 mL de etanol absoluto, incubando la placa durante 20 minutos 

a 37°C, y posteriormente se midió la absorbancia de una alícuota 1:10 en agua, a 630 nm 

en un lector de microplaca. Los experimentos fueron realizados por triplicado. 

4.7. Fraccionamientos primarios y de los extractos de Glutamicibacter sp. 

El extracto orgánico G1 de Glutamicibacter sp. (Clave NCA-315, 564.5 mg) se 

sometió a un fraccionamiento primario empleando CF de fase reversa. Como fase 

estacionaria se utilizó una columna C18 de 50 g, empleando un gradiente continuo de 

polaridad decreciente de H2O-MeOH-acetona. Se recolectaron fracciones de 15 mL, que, 

reunidas en función de las señales cromatográficas (Figura 7), resultaron en 20 fracciones 

(Tabla 3). 
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Tabla 3. Fraccionamiento primario del extracto G1 de Glutamicibacter sp. (NCA-315) 

Fracciones Clave Peso (mg) Fracciones Clave Peso (mg) 
1-2 F1 0.3 20-24 F11 92.1 
3-4 F2 22.7 25-26 F12 23.1 
5-6 F3 14.3 27-30 F13 33.3 
7-9 F4 33.9 31-33 F14 16.5 
10 F5 8.8 34-42 F15 14.3 

1-12 F6 39.1 43-47 F16 7.1 
13-14 F7 33.9 48-62 F17 38.6 
15-16 F8 28.8 63-68 F18 8.3 
17-18 F9 15.9 69-97 F19 12.6 

19 F10 8.4 98-End F20 3.7 
   Peso inicial 493.1 
   Total recuperado 455.7 
   %Recuperado 92.42% 

 

Figura 7. Cromatograma por CF del fraccionamiento primario del extracto G1 de Glutamicibacter 
sp. (NCA-315). En amarillo el máximo de la señal de PDA y en verde la señal del detector ELSD. 

4.7.1. Purificación de los metabolitos 1-4 

La fracción F12 (23.1 mg) se purificó por HPLC preparativo empleando un sistema 

de elución en gradiente modelado por una curva abierta rectificable del tipo 9 (radio de 

curvatura ≈ 0.5), que va desde una proporción en volumen 50:50 hasta 100:0 de MeCN–

H2O acidulada con H2CO2 (0.1% v/v) en 15 min (Figura 8). Debido a la carencia de señales 

en el detector de PDA, la purificación se concretó analizando el contenido de cada tubo 

mediante UPLC-LRMS y reuniendo los tubos con perfiles de espectros de masas idénticos. 

De esta manera se logró obtener el producto 1 (0.7 mg, tR = 7.50 min). 
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Figura 8. Cromatograma analítico de la separación por HPLC de la fracción F12 de G1; ELSD. 

En vista del bajo rendimiento del compuesto 1 en la purificación de la F12, se procedió a 

purificar la F11 (92.1 mg) en condiciones cromatográficas idénticas a las mencionadas antes 

y de igual forma se usó UPLC-LRMS para la identificación de los compuestos. De esta 

forma se obtuvo cantidades extra del compuesto 1 (total de 14.1 mg) y se aislaron los 

compuestos 2–4 (1.9 mg, 1.1 mg y 1.8 mg; tR = 4.70 min, 9.45 min, 5.50 min; 

respectivamente)  

 

Figura 9. Cromatograma analítico de la separación por HPLC de la fracción F11 de G1; ELSD. 

4.8. Fraccionamiento primario de los extractos de Streptomyces sp. 

El extracto orgánico S1 de Streptomyces sp. (Clave NCA-145, 544.6 mg) se 

sometió a un fraccionamiento primario por CF de fase reversa. Como fase estacionaria 

se utilizó una columna C18 de 50 g, empleando un gradiente continuo de polaridad 

decreciente de H2O-MeOH-Acetona. Se recolectaron fracciones de 15 mL, que, reunidas 

en función de las señales cromatográficas (Figura 10), resultaron en 9 fracciones (Tabla 4) 

  

L
S
U

0.00

10.00

20.00

30.00

40.00

50.00

60.00

70.00

80.00

90.00

100.00

Minutes

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00 20.00 21.00 22.00 23.00 24.00 25.00 26.00 27.00

LS
U

0.00

50.00

100.00

150.00

200.00

250.00

300.00

Minutes
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00 20.00 21.00 22.00 23.00 24.00 25.00 26.00 27.00

1 

2 
3 4 

1’ 



22 
 

Tabla 4. Fraccionamiento primario del extracto S1 de Streptomyces sp. 

Fracciones Clave Peso (mg) Fracciones Clave Peso (mg) 
1-6 F1 26.8 19-26 F5 119.7 
7-10 F2 36.2 27-37 F6 40.6 

11-15 F3 75.3 38-48 F7 42.0 
16-18 F4 38.4 49-66 F8 121.4 

   67-76 F9 5.1 
   Peso inicial 510.0 
   Total recuperado 505.5 
   %Recuperado 99.12% 

 

 
Figura 10. Cromatograma por CF del fraccionamiento primario del extracto S1 de Streptomyces sp. 

(NCA-145). En amarillo el máximo de la señal de PDA y en verde la señal del detector ELSD. 

4.8.1. Purificación del metabolito 5 

La fracción F8 (121.4 mg) se intentó purificar a través de HPLC, sin embargo, se 

observó que el producto no era soluble en MeCN, MeOH ni H2O, por lo que se procedió a 

purificarla mediante un fraccionamiento secundario por Cromatografía de Columna Abierta 

en fase normal. Para esto se montó una columna de vidrio de 1.5 cm de diámetro interno, 

empacada con 30 g de SiO2 desactivado al 10% w/w con agua destilada. La fase móvil 

estuvo compuesta de pasos consecutivos de hexano-CHCl3-AcOEt-MeOH en pasos de 

gradiente de 5%. Se comenzó con una mezcla 1:1 v/v de Hx-CHCl3 y se llevó a 100% de 

hexano, posteriormente se pasó a 100% de AcOEt y luego a una mezcla AcOEt-MeOH 

80:20 v/v como paso de terminación. El volumen de los eluatos se estableció en 15 mL, que 

se reunieron con base en la similitud cromatográfica de las fracciones, la cual se monitoreó 

mediante cromatografía analítica en placa fina. De esta manera se obtuvieron 12 
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subfracciones (Tabla 5), de los cuales se encontró la SF5 como un compuesto puro (5), el 

cual se envió a RMN para su caracterización. 

Tabla 5. Fraccionamiento secundario de la fracción F8 del extracto S1 de Streptomyces sp. 

Fracciones Clave Peso (mg) Fracciones Clave Peso (mg) 
1-4 SF1 19.0 21-27 SF7 8.0 
5-6 SF2 7.0 28-31 SF8 11.9 
7-8 SF3 2.0 32-42 SF9 3.5 
9-11 SF4 1.7 43-45 SF10 1.1 

12-15 SF5 17.9 46-62 SF11 15.6 
16-20 SF6 1.6 63-End SF12 31.7 

   Peso inicial 121.4 
   Total recuperado 121.0 
   %Recuperado 99.67% 

 
Por otro lado, las subfracciones SF11 y SF12 se purificaron por separado mediante 

Cromatografía en placa preparativa y se obtuvieron cantidades extra del compuesto 5. 

4.9. Fraccionamiento primario de los extractos de Nocardiopsis sp. 

El extracto orgánico Nc2 de Nocardiopsis sp. (Clave NCA-454, 3,510.1 mg) se 

sometió a un fraccionamiento primario empleando CF de fase reversa con inyección directa. 

El extracto completo se disolvió en una mezcla 1:2:2 v/v/v de dioxano-MeOH-H2O y se 

inyectó directamente a una columna C18 de 150 g, empleando un gradiente de elución 

continuo de polaridad decreciente de H2O-MeOH-acetona. Se recolectaron fracciones de 

15 mL, que, reunidas en función de las señales cromatográficas (Figura 11), resultaron en 

15 fracciones (Tabla 6). 

Tabla 6. Fraccionamiento primario del extracto Nc2 de Nocardiopsis sp. (NCA-454). 

Fracciones Clave Peso (mg) Fracciones Clave Peso (mg) 
1-14 F1 112.4 59-61 F8 29.8 

15-19 F2 148.1 62-75 F9 393.3 
20-23 F3 61.2 76-81 F10 145.5 
24-29 F4 84.4 82-95 F11 412.0 
30-42 F5 143.9 96-139 F12 962.9 
43-55 F6 190.4 140-156 F13 105.8 
56-58 F7 27.8 157-172 F14 82.4 

   173-End F15 32.6 
   Peso inicial 3,008.3 
   Total recuperado 2,932.5 
   %Recuperado 97.48% 
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Figura 11. Cromatograma por CF del fraccionamiento primario del extracto Nc1 de Nocardiopsis 
sp. (NCA-454). En amarillo el máximo de la señal de PDA, en rojo señal de PDA a 254 nm, en 

magenta la señal a 280 nm y en verde la señal del detector ELSD. 

4.9.1. Purificación de los metabolitos 6–7 

La fracción F11 (412.0 mg) se obtuvo directamente como un compuesto puro. La 

pureza se confirmó mediante UPLC-LRMS y se envió directamente a análisis por RMN, 

resultando en el compuesto 6. 

Por otro lado, la fracción F13 y F14 se purificaron por separado usando el mismo 

método en CF de fase normal, empleando una columna de 24 g de SiO2 y un sistema de 

elución hexano-acetona. El método comenzó en Hx 100% y descendió de forma sostenida 

hasta una mezcla 1:1 Hx:acetona, durante un periodo de 50 CV. El flujo se estableció a 

35mL/min y el volumen máximo de fracción en 15 mL.  

La reunión de las fracciones de la separación de la F13 se realizó sirviéndose de las 

señales cromatográficas, principalmente de la señal de ELSD (Figura 12). De esta manera 

se obtuvieron 7 subfracciones (Tabla 7). La SF1 se identificó como un compuesto puro (7) 

y se envió a elucidación estructural. Mientras, la F14 se separó con el mismo método (Figura 

13), resultando en 9 subfracciones (Tabla 7), y de la misma manera, la SF1 resultó en 

cantidades extra del compuesto 7. 
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Figura 12. Cromatograma por CF del fraccionamiento secundario de la fracción F13 del extracto 

Nc2. En amarillo el máximo de la señal de PDA, en rojo señal a 254 nm, en magenta la señal a 280 
nm y en verde la señal del detector ELSD. 

Tabla 7. Fraccionamiento secundario de las fracciones F13 y F14 provenientes del extracto Nc2 de 
Nocardiopsis sp. (NCA-454). 

Fracción 13 Fracción 14 
Fracciones Clave Peso (mg) Fracciones Clave Peso (mg) 

3-4 SF1 52.5 3 SF1 39.6 
20-21 SF2 9.1 13 SF2 0.5 
23-25 SF3 10.7 17 SF3 0.1 
39-43 SF4 5.8 19 SF4 2.4 
44-47 SF5 1.2 26-30 SF5 3.5 
48-50 SF6 1.5 38 SF6 2.0 

77-End SF7 8.8 81-82 SF7 0.4 
Peso inicial 90.2 83-84 SF8 0.4 

Total recuperado 89.6 85 SF9 0.2 
%Recuperado 99.33% Peso inicial 70.3 

   Total recuperado 49.1 
   %Recuperado 69.84% 
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Figura 13. Cromatograma por CF del fraccionamiento secundario de la fracción F14 del extracto 

Nc2. En amarillo el máximo de la señal de PDA, en rojo señal a 254 nm, en magenta la señal a 280 
nm y en verde la señal del detector ELSD. 

4.10. Procesamiento y análisis por Redes Moleculares y estudios de 

metabolómica 

Los archivos obtenidos de espectrometría de masas de alta resolución en tandem 

(HRESIMS-MS/MS) de cada extracto se transformaron al formato de texto mzML usando la 

herramienta Conversion Drag and Drop implementada en la plataforma de la Global Natural 

Products Social Molecular Networking (GNPS). Los archivos convertidos se cargaron al 

servidor web de la GNPS (gnps.ucsd.edu) usando la aplicación de código abierto de 

Protocolo de Transferencia de Archivos (FTP por sus siglas en inglés) WinSCP en su 

versión 5.21 (Micosoft Windows 10) y se procesaron empleando el flujo de trabajo publicado 

por Aron et al.53 En resumen, se configuró la tolerancia de los iones precursores y los iones 

fragmentados MS/MS en 0.01 y 0.02 Da, respectivamente; el umbral de correlación 

cosenoidal se fijó en 0.7 y con un mínimo de 4 picos alineados; la correlación entre dos 

nodos se conservó sí y solo si ésta estaba en el TopK 10 de similitud entre ambos nodos; 

y finalmente, el número mínimo de coincidencias entre los datos y la colección de espectros 

de la GNPS se fijó en 6 picos. 

Adicionalmente, empleando como base el estudio de metabolómica inicial, se 

utilizaron las herramientas de descubrimiento no supervisado de subestructuras en 

metabolómica MS2LDA57 y de anotación in silico Derreplicator+58. Finalmente, los datos 

generados de los tres análisis se reunieron y organizaron con la herramienta 
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MolNetEnhancer59. Todos los procesamientos de datos se llevaron a cabo dentro de la 

plataforma de la GNPS. 

5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

5.1. Asignación taxonómica de organismos de estudio 

Las identidades de los organismos estudiados se determinaron con base en los 

resultados arrojados por la plataforma BLAST. En todos los casos los resultados de cada 

organismo convergieron en el mismo género, por lo que se concluyó asignar las identidades 

como especies no identificadas (sp.). Los resultados se muestran en la Tabla 8. Conviene 

señalar que la cepa con la clave NCA-305 perdió viabilidad y no pudo ser resembrada para 

experimentos posteriores, por lo que no se presentan sus resultados. 

Tabla 8. Asignación taxonómica de los organismos de estudio. 

Clave Filo Clase Familia Especie %Similitud 
ID %Cobertura 

NCA-119 Firmicutes Bacilli Bacillaceae Bacillus sp. 98.66% 98% 

NCA-145 Actinobacteria Streptomycetales Streptomycetaceae Streptomyces sp. 98.95% 98% 

NCA-265 Actinobacteria Micrococcales Microbacteriaceae Micobacterium sp. 99.53% 99% 

NCA-284 Firmicutes Bacilli Bacillaceae Bacillus sp. 98.55% 98% 

NCA-291 Firmicutes Bacilli Bacillaceae Halobacillus sp. 99.23% 98% 

NCA-315 Actinobacteria Micrococcales Micrococcaceae Glutamicibacter sp. 99.02% 97% 

NCA-454 
(BE) 

Actinobacteria Streptosporangiales Nocardiopsaceae Nocardiopsis sp. 99.04% 98% 

NCA-455 
(19E) 

Firmicutes Bacilli Bacillaceae Bacillus sp. 99.32% 98% 

 
5.2. Evaluación biológica de extractos de pequeña escala 

Los 60 extractos de pequeña escala de las 9 bacterias de estudio (Anexo 1) se 

evaluaron contra las nueve bacterias patógenas que se mencionan en el apartado 4.6. De 

estos 60 extractos, 39 presentaron signos de actividad parcial contra E. faecalis ATCC 

29212, MRSA y/o MSSA. De estos últimos extractos se seleccionaron 18 (Tabla 2) que 

presentaron actividad notable, es decir, un mínimo de actividad parcial a las dos 

concentraciones de prueba; y con ayuda del recuento presentado en la Figura 14, se 

eligieron las cepas Streptomyces sp. (NCA-145), Glutamicibacter sp. (NCA-315) y 

Nocardiopsis sp. (NCA-454) para continuar con su estudio químico. Cabe mencionar que la 

cepa NCA-305, la cual presentó una excelente actividad contra MRSA y MSSA, no fue 

elegida debido a que el cultivo perdió viabilidad en los pasos de resiembra y no fue posible 

continuar con su escalamiento y estudio químico. Sin embargo, sí fue posible realizar 
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estudios de metabolómica, los cuales se presentan en la sección 5.7.4 más adelante. 

Finalmente, los resultados completos de actividad antimicrobiana de todos los extractos se 

presentan en la Tabla 16. 

Tabla 9. Resultados completos de actividad antimicrobiana de los extractos de pequeña escala 

Cepa 
Medio de 

cultivo 
Sustrato Disolvente 

E. 
faecalis 
ATCC 
29212 

MSSAa MRSAb 

NCA-119 

DSC-ASW 
Sobrenadante 

AcOEt  1 1 
MeOH    

Pellet 
AcOEt  1 1 
MeOH    

ISP2 
Sobrenadante 

AcOEt  1 1 
MeOH  1  

Pellet 
AcOEt  1 1 
MeOH   1 

NCA-145 
(S) 

DSC-ASW 
Sobrenadante 

AcOEt  1 4 
MeOH   2 

Pellet 
AcOEt  3 2 
MeOH   4 

ISP2 
Sobrenadante 

AcOEt 1 1 4 
MeOH    

Pellet 
AcOEt  1 1 
MeOH    

NCA-265 

DSC-ASW 
Sobrenadante 

AcOEt  1  
MeOH    

Pellet 
AcOEt    
MeOH    

ISP2 
Sobrenadante 

AcOEt    
MeOH    

Pellet 
AcOEt    
MeOH  1  

NCA-284 

DSC-ASW 
Sobrenadante 

AcOEt  1 1 
MeOH    

Pellet 
AcOEt  1  
MeOH    

ISP2 
Sobrenadante 

AcOEt   3 
MeOH    

Pellet 
AcOEt  1 1 
MeOH    

NCA-291 DSC-ASW 
Sobrenadante 

AcOEt  1  
MeOH    

Pellet 
AcOEt  1  
MeOH    

a CMI = 2.5 µg/mL Vancomicina, bCIM = 0.2 µg/mL Ampicilina 
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Tabla 16. (continuación) 

Cepa 
Medio de 

cultivo 
Sustrato Disolvente 

E. 
faecalis 
ATCC 
29212 

MSSA MRSA 

NCA-305 

DSC-ASW 
Sobrenadante 

AcOEt  1 2 
MeOH   2 

Pellet 
AcOEt  1  
MeOH    

ISP2 
Sobrenadante 

AcOEt  1 4 
MeOH   2 

Pellet 
AcOEt  1  
MeOH   1 

NCA-315 
(G) 

DSC-ASW 
Sobrenadante 

AcOEt 1 1 4 
MeOH   4 

Pellet 
AcOEt 1 1 4 
MeOH    

ISP2 
Sobrenadante 

AcOEt  1 4 
MeOH   2 

Pellet 
AcOEt  1 1 
MeOH   1 

NCA-454 
(N) 

DSC-ASW 
Sobrenadante 

AcOEt  1  
MeOH    

Pellet 
AcOEt  3  
MeOH  3  

NCA-455 DSC-ASW 
Sobrenadante 

AcOEt   1 
MeOH    

Pellet 
AcOEt  3 2 
MeOH    

a CMI = 2.5 µg/mL Vancomicina, bCIM = 0.2 µg/mL Ampicilina 
 

Escala de inhibición 

 Total a 200 y a 20 µg/mL 
 Total a 200, parcial a 20 µg /mL 
 Total a 200 µg /ml 
 Parcial a 200 y a 20 µg /mL 
 Parcial a 200 µg /mL 
 Sin actividad 
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Figura 14. Recuento del número de extractos con actividad notable contra las cepas patógenas del 

grupo ESKAPE agrupados por bacteria de origen. 
 

5.3. Estudio químico de Glutamicibacter sp. NCA-315 

A partir del extracto G1 se obtuvieron los productos 1–4. Estos compuestos se 

clasifican dentro de la familia química de los ácidos biliares, los cuales son ácidos 

esteroidales con diversos grados de oxigenación. La asignación y elucidación de estas 

estructuras se logró gracias a la interpretación de los espectros de RMN 1H, 13C, espectros 

de correlación bidimensional, HRESIMS y a la comparación de los datos espectroscópicos 

y espectrométricos con referencias publicadas con anterioridad a este trabajo de 

investigación. La descripción de estos compuestos en géneros de actinobacterias fue hecha 

por Pheiffer et al., recientemente. En dicho estudio se encontró la presencia de diversos 

ácidos cólicos en la bacteria Thalassomonas. Los autores de ese trabajo concluyeron que 

la presencia de estos compuestos se debía a la metabolización parcial de ingredientes del 

medio de cultivo, ya que no fueron capaces de encontrar los grupos de genes metabólicos 

(BGC’s por sus siglas en inglés) responsables de la síntesis de escualeno, el precursor 

obligado de los metabolitos de núcleo esteroidal60. El caso presente podría ser similar al 

descrito, mas, la metabolización de ácidos biliares conjugados a derivados con oxidaciones 

o reducciones en la posición 7, como en el caso de los compuestos 2 o 4, es inusual y solo 

se ha reportado en bacterias del género Clostridium61. 
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En el espectro de HRESIMS del compuesto 1 se observaron los iones moleculares 

en una relación m/z de 426.3225 [M+NH4]+ y 407.2773 [M-H]-, lo que permitió establecer la 

fórmula molecular como C24H40O5 (DBE = 5, calculado para C24H40O5, Δ= -4.5 ppm). 

Además de estos iones, se identificaron los aductos pseudomoleculares en m/z 817.5781 

[2M+H]+ y 834.6089 [2M+NH4]+ y sus contrapartes de ionización en modo negativo y tres 

fragmentos correspondientes a pérdidas consecutivas de H2O en modo positivo 

correspondientes al M-36 y M-54 (m/z 373.2729 y 355.2629) (Figura 15). Esta última 

observación permitió establecer la presencia de al menos 3 hidroxilos en la molécula. Por 

otra parte, en el espectro de RMN 1H (CD3OD, 500 MHz) se observaron las siguientes 

señales: tres señales correspondientes a metilos en δH 1.02 (d, J = 6.5 Hz, Me-21) δH 0.92 

(s, Me-19) y δH 0.72 (s, Me-18); tres señales de metinos base de oxígeno en δH 3.96 (t,           

J = 3.0 Hz, H-12), δH 3.80 (dt, J = 3.2, 2.9 Hz, H-7) y δH 3.37 (tt, J = 11.2, 4.5 Hz, H-3); y dos 

señales de metilenos en δH 1.12 (dtd, J = 12.4, 12.0, 5.9 Hz, Hα-15) y δH 0.97 (td, J = 14.2, 

3.5 Hz, Hβ-1). El espectro de RMN 13C presentó la siguientes señales: una señal 

correspondiente a un carbonilo de ácido en δC 178.7 (C-24); tres señales de carbonos base 

de oxígeno en δC 74.0 (C-12), δC 72.9 (C-3) y δC 69.1 (C-7); tres señales de metilos en δC 

23.2 (Me-19), δC 17.6 (Me-21) y δC 13.0 (Me-18); nueve señales de metilenos en δC 40.5 (C-

4), δC 36.5 (C-1), δC 35.9 (C-6), δC 32.5 (C-22), δC 32.4 (C-23), δC 31.2 (C-2), δC 29.6 (C-11), 

δC 28.7 (C-16) y δC 24.2 (C-15); seis señales de metinos en δC 48.1 (C-17), δC 43.2 (C-5), δC 

43.0 (C-14), δC 41.0 (C-8), δC 36.8 (C-20) y δC 27.9 (C-9); y dos señales de carbonos 

cuaternarios en δC 47.5 (C-13) y δC 35.8 (C-10) (Figura 16). 
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Figura 15. Espectros de HRESIMS del compuesto 1. (superior) Espectro de fragmentación del 
[M+NH4]+ 426.3235 donde se observan los iones M-36 y M-54. (inferior) Corriente total de iones 

con diferentes aductos y la distribución isotópica del ion pseudomolecular.  

El análisis detallado de los espectros HSQC, HMBC y COSY (Figura 17, Figura 18, 

Figura 19) de este producto, así como la comparación de las señales antes descritas con 

lo reportado en la literatura especializada62, permitió caracterizar al compuesto 1 como el 

ácido cólico (CA). Finalmente, la configuración relativa de este producto se estableció 

mediante el análisis de las correlaciones H–H observadas en el espectro NOESY (Figura 

20), en donde resalta el acoplamiento entre los H-19 y H-5, lo que se interpreta como una 

fusión cis entre los anillos A y B. El resumen de las constantes de acoplamiento de los 

productos 1–4 se muestran en la Tabla 10. 
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Figura 16. Espectros de RMN 1H y RMN 13C (CD3OD, 500 MHz) del CA (1). 

 
Figura 17. Espectro HSQC (CD3OD) del CA (1) 
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Figura 18. Espectro HMBC (CD3OD) del CA (1) 

 
Figura 19. Espectro COSY (CD3OD) del CA (1) 
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Figura 20. Espectro NOESY (CD3OD) del CA (1) 

A continuación, en el espectro de HRESIMS del compuesto 2 se observaron los 

iones moleculares en una relación m/z de 407.2817 [M+H]+ y 405.2661 [M-H]-, lo que 

permitió establecer la fórmula molecular como C24H38O5 (DBE = 6, calculado para C24H38O5, 

Δ= +6.1ppm). Además de estos iones, se identificaron los aductos pseudomoleculares m/z 

813.5555 [2M+H]+, 811.5396 [2M-H]- y sus contrapartes de ionización en modo negativo; y 

cuatro fragmentos correspondientes a pérdidas consecutivas de H2O en modo positivo 

correspondientes al M-18, M-36, M-54 y M-72 (Figura 21).  

H19-H5
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Figura 21. Espectros de HRESIMS del compuesto 2. (superior) Espectro de fragmentación del 

[M+H] 407.2807 donde se observan los iones M-18, M-36, M- 54 y M-72. (inferior) Corriente total 
de iones con diferentes aductos y la distribución isotópica del ion molecular. 

Por otra parte, en el espectro de RMN 1H (CD3OD, 500 MHz) (Figura 22) del 

compuesto 2 se observaron las siguientes señales: tres señales correspondientes a tres 

metilos δH 1.22 (s, Me-19), δH 1.02 (d, J = 6.5 Hz, Me-21) y δH 0.72 (s, Me-18); dos señales 

de metinos base de oxígeno δH 3.98 (t, J = 3.0 Hz, H-12), δH 3.51 (tt, J = 11.2, 4.5 Hz, H-3); 

una señal de metileno desplazada a campos bajos debido a la presencia de la cetona δH 

2.97 (dd, J = 12.6, 6.0 Hz, Hα-6) y un metino adyacente del otro lado del carbonilo δH 2.56 

(t, J = 11.5 Hz, H-8) y finalmente una señal δH 2.28 (td, J = 12.2, 4.2 Hz, H-9). El espectro 

de RMN 13C presentó la siguientes señales : Una señal a campo bajo correspondiente a un 

carbonilo de cetona δC 215.0 (C-7) y una correspondiente a un carbonilo de ácido δC 179.2 

(C-24); dos señales de carbonos base de oxígeno δC 72.9 (C-12), δC 71.6 (C-3); una señal 

de metileno adyacente a un carbonilo δC 46.4 (C-6) y un metino del lado opuesto δC 50.8 (C-

8); tres señales de metilos δC 23.3 (Me-19), δC 17.7 (Me-21) y δC 13.3 (Me-18); ocho señales 

de metilenos δC 38.3 (C-4), δC 35.9 (C-2), δC 35.1 (C-16), δC 32.6 (C-23), δC 30.6 (C-22), δC 

30.5 (C-11), δC 28.7 (C-1) y δC 25.4 (C-15); cinco señales de metinos δC 47.6 (C-17), δC 47.5 
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(C-5), δC 41.9 (C-14), δC 37.5 (C-9) y δC 36.7 (C-20); y dos señales de carbonos cuaternarios 

δC 47.3 (C-13) y δC 32.8 (C-10). El análisis detallado de los espectros COSY, HSQC y HMBC 

de este producto, así como la comparación parcial de las señales antes descritas con lo 

reportado en la literatura especializada63, permitió caracterizar al compuesto 2 como el 

ácido 7-oxo-3,12-dihidroxicólico (7OCA). Con ayuda del experimento NOESY se determinó 

la configuración estereogénica de la molécula idéntica a la del compuesto 1.  El resumen 

de las constantes de acoplamiento de los productos 1–4 se muestran en la Tabla 9. 

 
Figura 22. Espectros de RMN 1H y RMN 13C (CD3OD, 500 MHz) del 7OCA (2). 

Continuando, en el espectro de HRESIMS del compuesto 3 se observaron los iones 

moleculares en una relación m/z 466.3184 [M+H]+ y 464.3034 [M-H]-, lo que permitió 

determinar la fórmula molecular como C26H44NO6 (DBE = 6, calculado para C26H44NO6, Δ= 

+4.5 ppm). Además, de estos iones se identificaron los aductos pseudomoleculares 

mostrados en la Figura 23 y los fragmentos m/z 76.0404 [C2H6NO2]+ y 74.0234 [C2H4NO2]-

, estos últimos correspondientes al residuo de glicina producto de una escisión α al carbonilo 

C-24; adicionalmente se observaron fragmentos M-36 y M-54, correspondientes a 

eliminaciones sucesivas de H2O y una pérdida de 75 uma, propio de la pérdida del resido 

de Gly, así como una perdida adicional de agua.  
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Figura 23. Espectros de HRESIMS del compuesto 3. (superior) Espectro de fragmentación del 

[M+H] 466.3184 donde se observan los fragmentos M-36, M- 54, M-3H2O-Gly. (inferior) Corriente 
total de iones con diferentes aductos y la distribución isotópica del ion molecular. 

Por otro lado, el espectro de RMN 1H del compuesto 3 (CD3OD, 500 MHz) exhibió 

las siguientes señales: tres señales correspondientes a metilos δH 1.04 (d, J = 6.5, Me-21), 

δH 0.90 (s, Me-19) y δH 0.72 (s, Me-18); tres señales de metinos base de oxígeno δH 3.96   

(t, J = 3.2 Hz, H-12), δH 3.80 (dt, J = 3.2, 2.4 Hz, H-6) y δH 3.48 (m, H-3); una señal de un 

metileno δH 3.76 (s, H-25) y una señal de amina en δH 8.53 (s, H-27, N–H). La RMN 13C 

presentó las siguientes señales: Una señal a campo bajo correspondiente a un carbonilo 

de amida δC 179.6 (C-24) y una correspondiente a un carbonilo de ácido δC 176.2 (C-26); 

tres señales de carbonos base de oxígeno δC 75.8 (C-3), δC 74.0 (C-12) y δC 69.1 (C-7); una 

señal del metileno perteneciente a la glicina δ δC C 43.2 (C-25) y tres señales de metilos δC 

23.2 (Me-19), δC 19.4 (Me-21), y δC 13.0 (Me-18). Con base en lo anterior, y a pesar de que 

en los espectros de HRESIMS y RMN de este producto se observó la presencia de señales 

adicionales pertenecientes a grasas oxigenadas, se logró establecer su identidad como 

ácido glicólico (GCA). Esto con base en las señales diagnósticas que coinciden a la 

perfección con las reportadas en la literatura62. 
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Figura 24. Espectros de RMN 1H y RMN 13C (CD3OD, 500 MHz) del GCA (3) 

 
Figura 25. Espectros de RMN 1H y RMN 13C (CD3OD, 500 MHz) del GDCA (4). 
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Finalmente, en el espectro de HRESIMS del compuesto 4 se observaron los iones 

moleculares en una relación m/z 450.3234 [M+H]+ y 448.3085 [M-H]-, lo que permitió 

determinar la fórmula molecular como C26H43NO5 (DBE = 6, calculado para C24H38O5, Δ = 

+4.4 ppm). El patrón de fragmentación y los iones pseudomoleculares fueron análogos a 

los del compuesto 3, con la evidente diferencia de masa debido a la carencia de un átomo 

de oxígeno y la carencia de aductos con amoniaco. Por otro lado, el espectro de RMN 1H 

(CD3OD, 500 MHz) (Figura 25) exhibió las siguientes señales: tres señales 

correspondientes a metilos δH 1.03 (d, J = 6.5 Hz, Me-21), δH 0.93 (s, Me-19) y δH 0.71 (s, 

Me-18); dos señales de metinos base de oxígeno δH 3.96 (t, J = 3.0 Hz, H-12) y δH 3.52 (tt, 

J = 11.0, 4.6 Hz, H-3); cuatro señales de metilenos δH 2.32 y 2.16 (ddd, J = 14.0, 10.2, 

4.9/6.3 Hz, H-23 (2)), δH 3.77 (s, H-25), δH 0.98 (td, J = 14.1, 3.4, Hα-1) y una señal de amina 

en δH 8.50 (s, H-27, N–H). La RMN 13C presentó las siguientes señales: Una señal a campo 

bajo correspondiente a un carbonilo de amida δC 176.6 (C-24) y una correspondiente a un 

carbonilo de ácido δC 175.8 (C-26); dos señales de carbonos base de oxígeno δC 74.1 (C-

12) y δC 72.6 (C-3); tres señales de metilos δC 23.7 (Me-19), δC 17.7 (Me-21) y δC 13.2 (Me-

18); una señal del metileno de la glicina δC 44.0 (C-25) y nueve señales de metilenos δC 37.5 

(C-4), δC 36.5 (C-1), δC 33.0 (C-22), δC 31.1 (C-2), δC 29.9 (C-11), δC 28.6 (C-16), δC 28.4 (C-

6), δC 27.5 (C-7) y δC 24.9 (C-15); seis señales de metinos δC 48.2 (C-14), δC 47.6 (C-17), δC 

43.7 (C-5), δC 37.2 (C-8), δC 36.9 (C-20) y δC 35.3 (C-9); y dos señales de carbonos 

cuaternarios δC 49.4 (C-13) y δC 34.8 (C-10). El análisis detallado de los espectros COSY, 

HSQC y HMBC de este producto, así como la comparación de las señales antes descritas 

con lo reportado en la literatura especializada64, permitió caracterizar al compuesto 4 como 

el ácido glicodesoxicólico (GDCA).  
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Tabla 10. Datos espectroscópicos de los compuestos 1–4 (CD3OD; δC 125 MHz, δH 500 MHz).  

Posición 

1 2 

δC 
δH, m (J en Hz) 

δC 
δH, m (J en Hz) 

α β α β 

1 36.5 1.70-2.05, m 0.97, td (14.2, 3.5) 28.7 1.72-2.03, m 1.14-1.46, m 
2 31.2 1.22-1.48, m 1.48-1.7, m 35.9 1.58-1.66, m 1.14-1.46, m 
3 72.9 - 3.37, tt (11.2, 4.5) 71.6 3.51, tt (11.2, 4.5) - 
4 40.5 2.15-2.38, m 1.48-1.70, m 38.3 1.58-1.66, m 1.14-1.46, m 
5 43.2 - 1.22-1.48, m 47.5 1.72-2.03, m - 
6 35.9 1.70-2.05, m 1.48-1.70, m 46.4 2.97, dd (12.6, 6.0) 1.72-2.03, m 
7 69.1 - 3.80, dt (3.2, 2.9) 215.0 - - 
8 41.0 - 1.48-1.70, m 50.8 2.56, t (11.5) - 
9 27.9 2.15-2.38, m - 37.5 2.28, td (12.2, 4.2) - 

10 35.8 - - 32.8 - - 
11 29.6 1.48-1.70, m 1.48-1.70, m 30.5 1.72-2.03, m 1.54, ddd (14.0, 4.2, 3.6) 
12 74.0 - 3.96, t (3.0) 72.9 3.98, t (3.0) - 
13 47.5 - - 47.3 - - 
14 43.0 1.70-2.05, m - 41.9 1.72-2.03, m - 
15 24.2 1.12, dtd (12.4, 12.0, 5.9) 1.70-2.05, m 25.4 2.10-2.23, m 0.94-1.00, m 
16 28.7 1.70-2.05, m 1.22-1.48, m 35.1 1.72-2.03, m 1.14-1.46, m 
17 48.1 1.70-2.05, m - 47.6 1.72-2.03, m - 
18 13.0 0.72, s 13.2 0.72, s 
19 23.2 0.92, s 23.2 1.22, s 
20 36.8 1.22-1.48, m - 36.7 1.14-1.46, m - 
21 17.6 1.02, d (6.5) 17.7 1.02, d (6.5)  
22 32.5 1.70-2.05, m 1.22-1.48, m 30.6 1.72-2.03, m 1.14-1.46, m 
23 32.4 2.15-2.38, m 2.15-2.38, m 32.6 2.23-2.37, m 2.10-2.23, m 
24 178.7 - - 179.2 - - 
25     
26     
NH     
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 Tabla 10. (Continuación) 

Posición 

3 4 

δC 
δH, m (J en Hz) 

δC 
δH, m (J en Hz) 

α β α β 

1    36.5 1.74-1.95, m 0.98, td (14.1, 3.4) 
2    31.1 1.22-1.48, m 1.55-1.65, m 
3 75.8 - 3.48, tt (11.0, 4.6) 72.6 - 3.52, tt (11.0, 4.6) 
4    37.5 1.74-1.95, m 1.22-1.48, m 
5    43.7 - 1.22-1.48, m 
6    28.4 1.22-1.48, m 1.74-1.95, m 
7 69.1 - 3.80, dt (3.2, 2.4) 27.5 1.22-1.48, m 1.05-1.22, m 
8    37.2 - 1.22-1.48, m 
9    35.3 1.74-1.95, m - 

10    34.8 - - 
11    29.9 1.49-1.55, m 1.49-1.55, m 
12 74.0 - 3.96, t (3.2) 74.1 - 3.96, t (3.0) 
13    49.4 - - 
14    48.2 1.74-1.95, m - 
15    24.9 1.55-1.65, m 1.05-1.22, m 
16    28.6 1.74-1.95, m 1.22-1.48, m 
17    47.6 1.55-1.65, m - 
18 13.0 0.72, s 13.2 0.71, s 
19 23.2 0.90, s 23.7 0.93, s 
20    36.9 1.22-1.48, m - 
21 19.4 1.04, d (6.5) 17.7 1.03, d (6.5) 
22    33.0 1.22-1.48, m 1.74-1.95, m 
23    34.1 2.32, ddd (14.0, 10.2, 4.9) 2.16, ddd (14.0, 10.2, 6.3) 
24 179.6 - - 176.6 - - 
25 43.2 3.76, s 44.0 3.77, s 
26 176.2 - - 175.8 - - 
NH - 8.53, s - 8.50, s 
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5.4. Estudio químico de Streptomyces sp. NCA-145 

A partir del extracto S1 se obtuvo el producto 5. Este compuesto pertenece a la 

familia de los triglicéridos de cadena larga. Estos compuestos son comúnmente sintetizados 

como componentes de la membrana celular bacteriana.  La asignación y elucidación de 

estas estructuras se logró gracias a la interpretación de los espectros de RMN 1H, 13C, 

espectros de correlación bidimensional, LR-DART-TOF-MS y a la comparación de los datos 

espectroscópicos y espectrométricos con referencias publicadas con anterioridad a este 

trabajo. 

 

En el espectro de LR-DART-TOF-MS del compuesto 5 se observaron los iones 

moleculares en una relación m/z de 858, lo que permitió establecer la fórmula molecular 

como C55H102O6 (DBE = 5, calculado para C55H102O6) Por otra parte, en el espectro de RMN 
1H (CD3OD, 600 MHz) se observaron las siguientes señales: dos señales superpuestas 

correspondientes a dos protones olefínicos con morfología típica de posición cis δH 5.35 (m, 

H-7’ y H-8’)65; dos señales superpuestas de protones olefínicos en posición trans δH 5.26 

(m, H11’ y H-12’); tres señales de metinos base de oxígeno correspondientes al grupo 

glicerilo, δH 5.25 (m, H-SN2), δH 4.28 (dd, J = 11.9, 4.3 Hz, H-SN1) y δH 4.14 (dd, J = 12.1, 5.8 

Hz, H-SN3); una señal de metileno alfa a un carbonilo δH 2.31 (t, J = 7.6 Hz, H-2’, H-2’’, H-

2/2’/2’’); una señal de cuatro metilos solapados en posición alfa a un doble enlace δH 2.01 

(m, H-6’, H-9’, H-10’, H-13’), una señal de tres metilos en posición beta al carbonilo δH 1.60 

(m, H-3/3’/3’’), una señal ancha de un grupo de metilos δH 1.33-1.25 (m, H-4→15, H-4’, H-

5’, H14’→17’, H-4’’→17’’) y finalmente una señal correspondiente a tres metilenos 

terminales δH.0.88 (t, J = 7.1, H-16/18’/18’’). El espectro de RMN 13C presentó la siguientes 

señales: una señal correspondiente a tres carbonilos de éster en δC 173.5 (C-1/1/1’’); dos 

señales de carbonos con hibridación sp2 correspondientes a los carbonos oleofínicos δC 

130.2 (C-7’ y C-8’) y δC 129.8(C-11’ y C-12’),  una señal de carbono base de oxígeno δC 69.0 

(C-SN2) y una señal doble δC 62.2 (C-SN1, C-SN3); seis señales de metilenos 

correspondientes a las cadenas alifáticas δC 34.2-22.8 (C-2→14, C-2’→6’, C-9’→10’, C-

13’→14’, C-4’’-C-15’’), finalmente una señal correspondiente a tres metilos terminales δC 
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14.3 (Me-16, Me-18’, Me-18’’) (Figura 27). La evidencia de la RMN 1H indica que existe una 

cadena alifática con dos insaturaciones no conjugadas con dos metilenos entre ellas; pues 

de lo contrario existiría una señal cerca de δH 2.8 ppm correspondiente a un metileno vinílico 

conjugado. Por otro lado, la multiplicidad y la integración de la señal en δH 5.35 indica la 

presencia de un solo enlace doble en arreglo cis, mientras los otros dos protones olefínicos 

(H-11’ y H12’) se solapan con la señal correspondiente al SN2 de la posición de glicerol.  

 
Figura 26. LR-DART-TOF-MS del TAG (18:0/18:2/16:0)-5. 

El espectro de masas (Figura 26) confirma la presencia de una cadena con dos 

insaturaciones con un peso de m/z 263 (C18H31O, DBE = 3.5), que es un fragmento 

generado a partir de una escisión alfa al carbonilo del extremo oxigenado de la cadena 

análoga al ácido linoleico. En este espectro de fragmentación también se observan los iones 

estearoil m/z 283 (C18H35O2, DBE = 1.5) y un conjugado del palmitoil producto de la pérdida 

de las otras dos cadenas m/z 327 (C19H35O4, DBE = 2.5). Además, con apoyo de literatura 

especializada66, se ha definido la posición de sustitución de las cadenas al esqueleto de 

glicerol. Los picos en m/z 575 y m/z 551 corresponden a estructuras cíclicas formadas por 

la pérdida de las cadenas de la posición SN1/SN3 y la SN2 respectivamente. El pico base en 

m/z 575 (C37H67O4
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C18H35O2]+ de la posición SN3, resultando en un intermediario cíclico de seis miembros que 

se forman con los tres carbonos de la porción de glicerol y el grupo carbonilo de alguna de 

las dos cadenas restantes. Mientras, el pico en m/z 551 (C35H67O4, DBE = 2.5) se forma por 

la pérdida de la cadena del análogo de linoleil y un C2H4 producto de un rearreglo de 

McLafferty con el doble enlace más exterior de la cadena. Se ha propuesto que este 

intermediario posee un anillo de 5 miembros causado por la pérdida de la cadena en 

posición SN2. Este intermediario es menos estable que el de 6 miembros, por lo que su 

intensidad en el espectro de fragmentación será menor. Con esta información se logró 

descifrar la posición de la cadena del análogo linoleil en SN2. Por otro lado, la posición de 

SN1 y SN3 no se puede determinar de esta manera, por lo que el centro estereogénico de la 

molécula no ha podido ser definido.  

 
Figura 27. Espectros de RMN 1H y RMN 13C (CDCl3, 600 MHz) del TAG (18:0/18:2/16:0) (5). 

El análisis detallado de los espectros HSQC, HMBC y COSY de este producto, así 

como la comparación de las señales antes descritas con lo reportado en la literatura 

especializada65,67, permitió caracterizar al compuesto 5 como un derivado del 1-estearoil, -

2-linoleil, 3-palmitoil-glicerol, abreviado como TAG (18:0/18:2/16:0). El resumen de las 

constantes de acoplamiento de del producto 5 se muestra en la Tabla 11. Los datos se han 

separado en la parte de la glicina (SN1, SN2 y SN3) y los desplazamientos de las cadenas de 
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ácidos grasos. La cadena insaturada se codifica por convención como 18:2 (7,11t) que 

indican el número de carbonos de la cadena alifática y las insaturaciones en el C-7 en forma 

cis y en el C-11 en forma trans, mientras que las cadenas insaturadas se codifican como 

18:0 y 16:0. 

Tabla 11. Datos espectroscópicos del compuesto 5 (CDCl3; δC 150 MHz, δH 600 MHz). 

Posición 
5 

δC δH, m (J en Hz) 

SN1 62.2 4.28, dd (12.0, 4.3) 

SN2 69.0 5.26 (m) 

SN3 62.2 4.15, dd (12.0, 5.8) 

Ác. graso 16:0 18:2 18:0 16:0 18:2 18:0 

1 173.5 173.5 173.5 - - - 

2 34.2 34.2 34.2 2.31, t (7.6) 2.31, t (7.6) 2.31, t (7.6) 

3 25.0 25.0 25.0 1.60, m 1.60, m 1.60, m 

4,5 

29.9 

29.9 

29.9 
1.33-1.25, m 

 

1.33-1.25, m 

1.33-1.25, m 
 

6 27.4 2.01, m 

7,8 130.2 5.35, m 

9, 10 29.9 2.01, m 

11,12 129.8 5.25, m 

13 29.9 2.01, m 

14 32.1 29.9 1.33-1.25, m 

15 22.8 29.9 1.33-1.25, m 

16 14.3 32.1 32.1 0.88, (7.0) 1.33-1.25, m 

17 - 22.8 22.8 - 1.33-1.25, m 

18 - 14.3 14.3 - 0.88, t (7.0) 0.88, t (7.0) 

 

5.5. Estudio químico de Nocardiopsis sp. NCA-454 

La caracterización de los compuestos 6 y 7 no ha podido lograrse debido a la baja 

solubilidad de éstos para los análisis de RMN, y pobre ionización mediante las técnicas de 

HRESI-MS y DART-TOF-MS.  
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5.6. Actividad anti-biopelículas sobre MRSA 

Con ayuda del Dr. Oswaldo P. Martínez Rodríguez, los compuestos 1–4 se 

evaluaron para medir su potencial como agentes reguladores de la formación de 

biopelículas en cepas multirresistentes de S. aureus. Para este efecto, los compuestos 

puros se probaron en un cultivo de MRSA a 24 h y, posteriormente se cuantificó el 

crecimiento de las células planctónicas y la producción de biopelículas, a través de la tinción 

con el colorante cristal violeta mediante espectrofotometría de UV-Vis. Como controles 

negativos se utilizaron medio LB y medio con 2% v/v de DMSO, mientras que como control 

positivo se empleó Diclofenaco sódico a 60 µg/mL 56.   

A B 

 
 

Figura 28. Resultados del ensayo de crecimiento y actividad anti-biopelícula contra MRSA de los 
compuestos 1–4. 

En general, los compuestos 1 y 2 presentaron una ligera inhibición en el crecimiento 

bacteriano, mientras que el compuesto 3 no presentó ninguna diferencia significativa en el 

crecimiento con respecto a los controles. Por otro lado, el compuesto 4 presentó un 

comportamiento singular al inhibir ligeramente el crecimiento bacteriano a la concentración 

más baja (16 µg/mL) sin afectarlo a la concentración más alta (64 µg/mL) (Figura 28A). En 

cuanto a las biopelículas, el compuesto 4 también destacó, pues a 64 μg/mL inhibió 

notablemente la formación de éstas, casi equiparándose con el diclofenaco sódico (control 

positivo). Un efecto semejante a ambas concentraciones se observó en el compuesto 3 

(Figura 28B). Por lo anterior, se identificó al compuesto 4 (GDCA) y al compuesto 3 (GCA) 

como los compuestos con la mejor actividad anti-biopelículas en MRSA. Es importante 

destacar que, hasta la fecha, este es el primer trabajo que reporta la actividad anti-

biopelícula de una serie de ácidos biliares en MRSA.  
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La actividad biológica de los ácidos biliares se ha descrito ampliamente, tal como 

bactericidas y antisépticas. Además, se ha encontrado que el CA (1) altera fuertemente la 

viabilidad celular de S. aureus, incluso a bajas concentraciones, causando la reducción del 

pH intracelular, la disipación del potencial eléctrico transmembranal, la reducción de los 

niveles intracelulares de potasio y pérdida de la integridad de la membrana, lo que conduce 

a una fuga del contenido intracelular, principalmente de proteínas y sales nucleicas. Estos 

efectos bactericidas relacionados al pH intracelular se observan prominentemente con las 

especies no conjugadas, como el CA (1) y el 7OCA (2), cuyo alto pKa lleva a la disipación 

de la diferencia de potencial transmembranal y, por tanto, de la viabilidad celular. Por otro 

lado, las sales secundarias, como el GCA (3) y el GDCA (4), los cuales poseen un pKa más 

bajo, logran ionizarse totalmente y no son capaces de atravesar la membrana, por este 

motivo, su actividad bactericida se reduce considerablemente68. Lo anterior puede 

relacionarse para el caso del GCA (3), el cual no demostró diferencia significativa en el 

crecimiento a ninguna de las concentraciones de prueba, sin embargo, no logra explicar el 

comportamiento del GDCA (4) a 16 µg/mL, el cual inhibió el crecimiento en cerca 35%. 

En cuanto a la actividad anti-biopelícula de GCA (3) y GDCA (4) en MRSA, a la fecha 

y, como se mencionó anteriormente, no hay reportes en la literatura, aunque, hay poca 

evidencia de que las sales biliares tienen un rol importante en el quorum sensing (QS). Una 

de las vías de señalización más estudiadas en este tema involucra las hidrolasas de sales 

biliares (BSH) y las acil-homoserina lactonasas (AHL); dos enzimas con alta similitud 

filogenética y fisiológica; que participan en la expresión de factores de virulencia en 

bacterias Gram(-) y confieren resistencia antibacteriana ante los β-lactámicos, como a las 

penicilinas y cefalosporinas69–71. Otra evidencia apunta a que el rol de los ácidos biliares en 

el QS involucra las bombas de flujo AdeBC y AcrB72–74 o los transportadores homólogos a 

la glicoproteína-P expresados en bacterias Gram(+)75. No obstante, ninguna de esta 

evidencia ha sido concluyente sobre este tema aplicado a Staphylococcus spp.. 

5.7. Estudios de metabolómica y redes moleculares 

Con el objetivo de explorar la diversidad metabólica que ofrecen las especies de 

estudio, se construyeron y analizaron 5 redes moleculares usando el flujo de trabajo 

descrito en el apartado 4.10. La primera red consistió en una que incluye todos los extractos 

obtenidos mapeados categóricamente en función del origen geográfico de la bacteria que 

los generó (Red Molecular General). De esta manera se logró visualizar el repertorio global 

y las familias de los metabolitos globales y su relación con su ecosistema. La red global se 
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formó de 8,000 nodos, 4,144 agrupados en 463 clústeres de al menos dos nodos y 3,856 

nodos aislados o singletons. Los nodos se distribuyeron por categoría como se muestra en 

la Figura 29. La mayor cantidad de nodos se encontró en los extractos de las bacterias del 

cenote Tzá-Itzá, seguido del manglar de la reserva “El Palmar”. La intersección entre estos 

dos grupos acumuló casi el 29% de los metabolitos, mientras que la intersección de todos 

los grupos reunió a cerca del 11%. Los resultados de dereplicación automática revelaron 

que una gran cantidad de los datos espectrométricos de esta última intersección 

correspondían a grasas de alto peso molecular, como derivados de ácido linoleico, 

glicerolípidos y forfometilcolinas; residuos de purinas y ácidos nucleicos; residuos sueltos 

de aminoácidos y dipeptidos; y azúcares y carbohidratos en general como la sucralosa, 

maltosa y la isopaltulosa. Posteriormente, los resultados se curaron de forma manual para 

omitir redundancias y corroborar la correspondencia de metabolitos identificados y se 

lograron encontrar 20 metabolitos significativos, de los cuales se presentan 17 (Tabla 12); 

el resto de los hits se presentan en la sección 5.7.2. junto con los demás metabolitos 

exclusivos de la bacteria Streptomyces sp.  

 
Figura 29. Visualización de la distribución de nodos en los extractos en función del origen 

geográfico de las cepas de estudio, y número de hits significativos de las regiones de interés. 

Entre los resultados de la Tabla 12 destacan la Bafilomicina A1, un potente 

antibiótico76, antimicótico77, antiparasitario, citotóxico78, inmunosupresor, inhibidor de la 

síntesis del éster de colesterilo79 y agente anti-osteoporosis80. Fue aislado por primera vez 

en 1983 de Streptomyces griseus81 y posteriormente en otras bacterias del género 

Streptomyces82,83. La Bafilomicina A1 (Figura 30) forma parte de un grupo de antibióticos 
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macrólidos compuesto por una lactona cíclica de 16 miembros. Es extensamente estudiado 

como inhibidor de la autofagia a través de la prevención de la maduración de las vacuolas 

autofágicas o por la inhibición de la acidificación del lisosoma84,85. Además, se ha explorado 

su acción como agente antitumoral y como aclarador de agregados proteicos en 

enfermedades neurodegenerativas, como el Alzheimer, Párkinson y Huntington86. A pesar 

del amplio repertorio de actividades biológicas que presenta ese metabolito, su uso clínico 

ha sido detenido debido a serios problemas de toxicidad, principalmente porque su 

presencia en organismos eucariotas produce un transporte anormal de K+ a través de la 

membrana mitocondrial, lo que inhibe la fosforilación oxidativa y en consecuencia la 

producción de ATP, causando finalmente la muerte celular87.  

 
Figura 30. Algunos metabolitos anotados automáticamente en la RM general.  

En segundo lugar, resalta la desferroxamina E o nocardamina (Figura 30), un 

sideróforo con ligera actividad antibacteriana descrita88 que se presentó exclusivamente en 

organismos halotolerantes. Otro compuesto muy semejante anotado automáticamente fue 

la bisucaberina, un sideróforo análogo a la nocardamina. Ambos compuestos se componen 

de unidades alternadas de ácido succínico y N-hidroxicadaverina, unidas por enlaces 

Manglar

Tzá-Itzá

Manglar+
Tzá-Itzá
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amida. No obstante, la bisucaberina se compone de dos pares de cada unidad, mientras 

que la nocardamina posee tres de ellas89. Los sideróforos, en general, son productos 

bacterianos que facilitan la adquisición de iones de hierro y otros metales, y que se ha 

sugerido que contribuyen a comunicaciones complejas entre diferentes microorganismos 

en un mismo ambiente90. Entre sus actividades biológicas destacadas está la inhibición de 

la formación de biopelículas en Micobacterium spp. y mejoramiento en la lisis de células 

cancerígenas mediadas por macrófagos 91,92. Además, recientemente se ha expuesto que 

varios sideróforos provocan la producción de superóxidos extracelulares en ambientes con 

niveles variables de nutrientes. Se ha sugerido que este comportamiento se relaciona con 

mecanismos de supervivencia en ambientes con concentraciones limitantes de Fe y de 

competencia con otros organismos. Las bacterias aerobias incrementan la solubilidad del 

Fe por dos mecanismos principales, 1) a través de la formación de complejos orgánicos 

(como los sideróforos per se) y 2) a través de la reducción de Fe3+ a Fe2+ empleando 

agentes reductores fuertes (como los superóxidos). Por otro lado, los superóxidos son 

reconocidos por ser especies tóxicas para las células, por lo que otros organismos en el 

mismo espacio que no estén adaptados a bombear estas especies reactivas fuera de sus 

células, quedan suprimidos del ambiente93. 

En tercer lugar, el farnesol, un precursor fundamental en la biosíntesis de terpenos 

en todos los organismos. Recientemente se ha descubierto su importante rol en la síntesis 

de sesquiterpenos de diversos núcleos funcionales en bacterias, como el núcleo geosmina, 

cembranoide y labdano94. Su presencia puede indicar una alta expresión en la producción 

de terpenos y meroterpenos en bacterias de los géneros Bacillus, Micobacterium y 

Halobacillus crecidas en medio ISP2 de este trabajo.  

En cuarto lugar, el strepsesquitriol, un sesquiterpeno aislado por primera vez en 

2013 de una especie de Streptomyces originaria del fondo marino en el océano Indico. Se 

ha reconocido su actividad antiinflamatoria mediante ensayos de Factor de Necrosis 

Tumoral inducida por liposacáridos (TNGα-LSP)95 y actualmente su aplicación como agente 

antiinflamatorio está patentada96.  

Finalmente, cabe acentuar la presencia de una serie de isoflavonas, la apigetrina, 

daidzina, genistina y glicitina, estas tres últimas se han descrito en organismos bacterianos 

cuando se cultivan en presencia de productos de soya97 y se tratarán con detalle más 

adelante. 
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Tabla 12. Hits representativos de la RM general 

Compuesto 
Masa del 
precursor 

Aducto 
Formula 

molecular 
Masa 

teórica 
Error 
(ppm) 

Distribución 
Ocurrencia 

(cepa / medio) 

Bafilomicina A1 645.401 [M+Na]+ C35H58O9 622.4081 + 4.9 Man (100%) NCA-119 / ISP2 

Ornitina-Acido 
cólico 

523.377 [M+H]+ C29H50N2O6 522.3669 + 5.4 Man (100%) 
NCA-145 
NCA-119 

Futalosina 415.127 [M+H]+ C19H18N4O7 414.1175 + 5.2 Man (100%) NCA-145 / DSC 

Desferrioxamina E/ 
Nocardamina 

623.341 [M+Na]+ C27H48N6O9 600.3483 + 4.9 
Man (44.4%)  
Tzá (55.6%) 

NCA-145 
NCA-119 / ISP2 

NCA-315 

Riboflavina 377.147 [M+H]+ C17H20N4O6 376.1383 + 3.8 
Man (33.3%) 
Tzá (66.7%) 

NCA-145 / ISP2 
NCA-315 / DSC 
NCA-265 / ISP2 
NCA-284 / ISP2 

3-fenil-N-
valerilalanina 

250.145 [M+H]+ C14H19NO3 249.1365 + 4.9 
Man (40%)  
Tzá (60%) 

NCA-119 / DSC  
NCA-284 / DSC 
NCA-265 / DSC 

Ala-Phe 237.124 [M+H]+ C12H16N2O3 236.1161 + 2.7 
Man (33.3%)  
Tzá (66.7%) 

NCA-119 / ISP2 
NCA-265 / ISP2 
NCA-284 / ISP2 

Val-Pro 215.140 [M+H]+ C10H18N2O3 214.1317 + 4.6 
Man (33.3%)  
Tzá (66.7%) 

NCA-119 / ISP2 
NCA-284 

Farnesol 223.206 [M+H]+ C15H26O 222.1984 + 1.6 
Man (22.2%)  
Tzá (55.6%)  
Noh (22.2%) 

NCA-119 / ISP2 
NCA-284 / ISP2 
NCA-265 / ISP2 
NCA-291 / DSC 

Daidzina 417.120 [M+H]+ C21H21O9 417.1107 + 4.8 

Man (26.6%)  
Tzá (28.9%)  
Noh (20.0%)  
Xca (24.5%) 

NCA-119 
NCA-284 / DSC 
NCA-265 / ISP2 
NCA-305 / DSC 
NCA-455 / DSC 
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Tabla 11. (continuación) 

Compuesto 
Masa del 
precursor 

Aducto 
Formula 

molecular 
Masa 

teórica 
Error 
(ppm) 

Distribución 
Origen 

(cepa / medio) 

Genistina 477.105 [M+HCO2]+ C21H20O10 432.1056 + 4.7 

Man (31.1%)  
Tzá (34.5%)  
Noh (20.7%)  
Xca (13.7%) 

NCA-119 
NCA-265 / ISP2 
NCA-284 / DSC 
NCA-291 / DSC 

NCA-305 
NCA-455 / DSC 

Glicitina 447.130 [M+H]+ C22H22O10 446.1213 + 3.2 

Man (27.3%)  
Tzá (27.3%)  
Noh (18.1%)  
Xca (27.3%) 

NCA-119 / DSC 
NCA-284 / DSC 
NCA-305 / DSC 
NCA-455 / DSC 

Apigetrina 431.100 [M-H]- C21H20O10 432.1056 + 3.8 

Man (26.7%)  
Tzá (33.3%)  
Noh (13.3%)  
Xca (26.7%) 

NCA-119 / DSC 
NCA-284 / DSC 
NCA-305 / DSC 
NCA-455 / DSC  

Gaburedina A 295.130 [M+H]+ C14H18N2O5 294.1216 + 4.5 

Man (25.0%)  
Tzá (50.0%)  
Noh (12.5%)  
Xca (12.5%) 

NCA-119 
NCA-145 / DSC 
NCA-265 / DSC 

NCA-284 
NCA-315 / DSC 

NCA-305 
NCA-455 / DSC 

Coproporfirina I 328.143 [M+2H]2+ C36H38N4O8 654.2690 + 3.8 Tzá (100%) 
NCA-265 / DSC 
NCA-284 / ISP2 

Bisucaberina 401.241 [M+H]+ C18H32N4O6 400.2322 + 3.8 Tzá (100%) NCA-315 / DSC 

Strepsesquitriol 237.186 [M-H2O+H]+ C15H26O3 254.1882 + 4.6 Tzá (100%) 
NCA-284 / DSC 
NCA-315 / ISP2 
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5.7.1. Estudio metabolómico de Glutamicibacter sp. 

La red molecular de Glutamicibacter sp., se construyó usando los datos obtenidos 

de los extractos de mediana escala y de pequeña escala; y se procesó y curó de forma 

manual. Se excluyeron los datos del cultivo a mediana escala en medio ISP2 debido a una 

contaminación en el medio. En general la red se constituye de 2,912 nodos agrupados en 

232 clústeres y 1376 singletons. Las clasificaciones químicas más abundantes según el 

algoritmo ClassyFire son las moléculas de naturaleza lipídica, seguido de los aminoácidos 

y derivados; en tercer lugar, los fenilpropanoides y policétidos (Figura 31). Cerca del 78% 

de los nodos no pudieron ser clasificados en ninguna familia química. En cuanto a la 

diferenciación por medio de cultivo, se encontró que la bacteria se mostró significativamente 

más afín al medio DSC-ASW, pues poco menos del 95% de los nodos de la red se 

detectaron en este medio y solo el 6.25% son metabolitos exclusivos del medio ISP2 

(Figura 33.A). De igual manera, un total de 54 clústeres corresponden a nodos exclusivos 

del medio DSC-ASW, y las familias químicas identificadas como ácidos biliares, alcoholes 

de cadena larga, taninos hidrolizables, derivados de ácidos grasos, aminas, 

sesquiterpenoides y macrólidos y macrolactamas son exclusivos de este medio. Por su 

parte, la separación por sustrato (biomasa y sobrenadante) y por disolvente de extracción 

no mostró diferencias significativas en la distribución de los datos (Biomasa ∩ Pellet = 44% 

y AcOEt ∩ MeOH = 37%), además de que estos grupos no albergan ningún tipo de clúster 

o familia química en particular. 

 Por su parte, la dereplicación automática logró anotar 144 metabolitos, 

principalmente grasas, residuos de aminoácidos además de la nocardamina, riboflavina, 

gaburedina A y bisucaberina mencionadas anteriormente en la Tabla 12. Adicionalmente 

se anotaron cinco metabolitos significativos y exclusivos de esta cepa (Tabla 13), entre los 

que destacan varios iones precursores del CA y el GCA aislados y caracterizados como los 

compuestos 1 y 3, respectivamente. Así como el ácido desoxicólico, glicodesoxicólico, 

litodesoxicólico, 3-oxo-cólico, Ala-ácido cólico, etc., que formaron el clúster de ácidos 

biliares y derivados (Figura 32). 
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Tabla 13. Anotaciones realizadas a partir de la red molecular de Glutamicibacter sp. (NCA-315). 

Compuesto 
Masa del 
precursor 

(m/z) 
Aducto 

Fórmula 
molecular 

Masa 
teórica 

Error 
(ppm) 

Ácido cólico (1) 

426.323 [M+NH4]+ 

C24H40O5 408.2876 

+ 3.8 

355.264 [M-3H2O+H]+ + 2.4 

834.612 [2M+NH4]+ + 3.6 

Ácido glicólico (3) 430.296 [M-2H2O+H]+ C26H43NO6 465.309 + 1.9 

Ala-Ácido cólico 480.334 [M+H]+ C27H45NO6 479.3247 + 4.2 

Pantetina 
555.254 [M+H]+ 

C22H43N4O8S2 554.2444 
+ 4.2 

577.237 [M+Na]+ + 4.9 

Ciclo Trp-Ala 258.125 [M+H]+ C14H15N3O2 257.1164 + 5.0 

 
Por otro lado, se detectó la presencia de la pantetina; la forma dimérica de la 

panteteina, un importante intermediario en la producción de CoA; y finalmente un dipéptido 

cíclico de núcleo dicetopiperazina formado de triptófano y alanina, cuya fragmentación se 

ha estudiado ampliamente98, aunque su presencia en microorganismos no ha sido descrita 

hasta ahora. 
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Figura 31. A) Red molecular de Glutamicibacter sp. B) Distribución de las familias químicas identificadas. 
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Figura 32. Análisis de los clústeres de la RM de Glutamicibacter sp. Las líneas punteadas corresponden a 

anotaciones automáticas, mientras que las líneas sólidas son compuestos aislados. 
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5.7.2. Estudios metabolómicos de Streptomyces sp. 

La red molecular de Streptomyces sp., se construyó empleando los datos de cultivo 

a pequeña y mediana escala. La base de datos resultante se procesó y curó de forma 

manual. En general, la red se constituye de 1,649 nodos agrupados en 150 clústeres y 752 

singletons. Las clasificaciones químicas más abundantes según el algoritmo de ClassyFire 

son los ácidos orgánicos y derivados, seguidos de los lípidos y moléculas de naturaleza 

lipídica, y en tercer lugar los compuestos oxigenados, principalmente carbohidratos y 

carbohidratos conjugados (Figura 34). Un poco más del 95% de los nodos no lograron ser 

identificados dentro de ninguna familia química. En cuanto a la diferenciación por medio de 

cultivo, esta bacteria mostró una afinidad muy marcada al medio ISP2, ya que en éste se 

acumularon el 90% de los datos expresados en la red (Figura 33.B1). Además, 135 de los 

150 clústeres mostraron una expresión mayoritaria muy significativa en este medio de 

cultivo y las clasificaciones de sesquiterpenoides, aminoácidos, carbohidratos, y los ácidos 

tetracarboxílicos y derivados (entre ellos la monactina y bonactina) se presentaron 

exclusivamente en este medio de cultivo. Por su parte, el metabolito identificado como 

alpienamida A se expresó preferentemente en el medio ISP2, aunque también se encontró 

escasamente en datos provenientes del medio DSC-ASW (Figura 35). Por otra parte, la 

diferenciación por sustrato (biomasa o sobrenadante) no mostró relevancia, ya que más del 

80% de los datos se encuentran en el sobrenadante y cerca del 56% se encuentra en ambos 

sustratos. Sin embargo, la diferenciación por disolvente de extracción si mostró relevancia, 

dado que poco más del 70% de los datos (Figura 33.B2) y la totalidad de los clústeres con 

identificación química o algún hit se hallaron en extractos hechos con AcOEt.  

Por su parte, la dereplicación automática logró anotar 76 metabolitos; muchos de 

los cuales son glicerolípidos, ácidos grasos y algunos coincidentes con otras bacterias ya 

fueron mencionados en la Tabla 12, como la nocardamina, riboflavina, gaburedina A, 

mientras que los metabolitos más significativos exclusivos de esta cepa se muestran en la 

Tabla 14.   
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Tabla 14. Metabolitos exclusivos de Streptomyces sp. encontrados en los estudios de 
metabolómica por GNPS. 

Compuesto 
Masa del 
precursor 

(m/z) c 
Aducto 

Fórmula 
molecular 

Masa 
teórica 

Error 
(ppm) 

Monactina 768.493 [M+NH4]+ C41H66O12 750.4554 + 4.9 

Bonactina 

418.282 [M+NH4]+ 

C21H36O7 400.2461 

+ 5.0 

423.237 [M+Na]+ + 2.7 

401.255 [M+H]+ + 4.0 

Alpienamida A 

366.190 [M+Na]+ 

C17H29NO6 343.1995 

+ 2.0 

344.208 [M+H]+ + 3.6 

342.193 [M-H]- + 2.3 

2,2,5,9,13-Pentametil-
4,8,12-ciclopenta 

decatrien-1-ol 
273.259 [M-H2O+H]+ C20H34O 290.261 + 4.8 

Metil,2,3,4,9-tetrahidro-
1H-pirido[3,4b]indol 3-

carboxilate 
231.113 [M+H]+ C13H14N2O2 230.1055 + 0.8 

 
Entre los metabolitos anotados destacan la monactina y la bonactina, los cuales son 

metabolitos pertenecientes a la familia de los ionóforos conocidos más comúnmente como 

antibióticos macrotetrólidos. Estos compuestos han exhibido propiedades antibioticas99 

antihelmínticas, larvicidas, inmunosupresoras e inhibidoras del transporte de glicoproteínas, 

además de bloqueadoras de los canales de Ca2+. Se aislaron por primera vez en 1962 y 

desde entonces se ha hallado en diversas especies de Streptomyces en todo el mundo100–

103. Su identificación mediante MS ha sido ampliamente estudiada y ha demostrado tener 

un patrón característico y diagnóstico cuando se somete a ESI-MS104. La monactina es una 

molécula cíclica con cuatro unidades conectadas por enlaces de éster. Cuando se somete 

a ionización, un mecanismo de fragmentación conducido por la reorganización de 

McLafferty de ácidos carboxílicos causa la separación de las cuatro subunidades y perdidas 

consecutivas y iones de m/z 184 o m/z 198, en función de la sustitución de las cadenas 

laterales. Estas características fueron confirmadas en los espectros de fragmentación de 

las muestras y de esta manera se confirmó la presencia de este macrotetrólido. 

Actualmente, la monactina y sus análogos cercanos (nonactina, dinactina, trinactina y 

tetranactina) carecen de un uso terapéutico. No obstante la nonactina se ha explorado su 

aplicación como quelante especifico de iones de amonio y como agente de control biológico 

contra hongos en la industria alimenticia102. 
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Por otro lado, también se detectó la presencia de alpiniamida A, un policétido lineal 

que ha sido aislado de especies de Streptomyces endofíticas de plantas del género Alpinia 

y asociadas a esponjas marinas105. Se ha demostrado su actividad antimicrobiana contra 

Fusarium solani, Bacillus anthrancis y Bacillus subtillis106. Recientemente su biosíntesis y 

aplicaciones han obtenido especial atención debido al increíble potencial que representan 

los BGC que codifican su biosíntesis. La alpiniamida es un metabolito de biogénesis mixta 

sintetizado por la ruta de los policétidos (a través de las policétidos-sintasas, PKS) y de la 

de los péptidos no ribosomales (a través de las sintasas de péptidos no ribosomales, 

NRPS). Recientemente se ha demostrado que la biosíntesis de este metabolito y de otros 

metabolitos con estructura semejante, no es lineal y, además, involucra modificaciones 

inusuales en el uso de aciltranferasas-cis y trans en diferentes módulos de PKS y 

multienzimas PKS.NRPS107. 

 
Figura 33. Diagrama de Venn cuantitativo de la distribución de los datos de (A) Glutamicibacter sp. 
por medio de cultivo, (B) de Streptomyces sp. por medio de cultivo y por disolvente de extracción y 

(C) de Nocardiopsis sp. por medio de cultivo.  
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Figura 34. A) Red molecular de Streptomyces sp. B) Distribución de las familias químicas identificadas. 
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Figura 35. Análisis de los clústeres de la RM de Streptomyces sp. Las líneas punteadas corresponden a 

anotaciones automáticas.
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5.7.3. Estudios metabolómicos de Nocardiopsis sp. 

La red molecular de la bacteria Nocardiopsis sp. se construyó empleando los datos 

obtenidos por HRESIMS de los extractos de pequeña mediana escala y usando nos 

métodos de elución diferentes. El primer método se describe en el apartado 4.5 de este 

documento (método general), mientras el segundo comienza con una mezcla constituida 

por MeCN (A) y agua con H2CO2 (0.1%; B), en un gradiente de elución lineal con una 

composición inicial de 70% A hasta 100% A en 3 min, manteniendo la composición 

isocrática por 6.5 min y regresando a las condiciones iniciales en 0.1 min, utilizando un flujo 

de 0.3 mL/min. 

En general, la red se constituye de 804 nodos agrupados en 67 clústeres y 437 

singletons. Las clasificaciones químicas más abundantes según el algoritmo de ClassyFire 

son los lípidos (39%) seguido muy de cerca por los fenilpropanoides y policétidos (35%), en 

tercer lugar, los aminoácidos y finalmente una pequeña proporción de heterociclos, 

constituidos por Pironas y derivados (Figura 36). En lo tocante a la distribución por medio 

de cultivo, no fue posible realizar comparaciones ya que la cepa no mostró viabilidad en 

medio ISP2. Sin embargo, si fue posible separar las variables por sustrato y disolvente. En 

cuanto al sustrato (biomasa o sobrenadante), no se observó relevancia en su distinción, 

pues casi el 90% de los datos se encontraron en los extractos hechos del sobrenadante. 

Por su parte, la distinción por disolvente si resultó relevante, dado que la cantidad de datos 

obtenidos de los extractos hechos con AcOEt fue más de dos veces mayor a los extractos 

con MeOH; además, los datos obtenidos con cada disolvente fueron muy diferenciados 

(Figura 33.C) (AcOEt ∩ MeOH = 20%) y existen clústeres exclusivos fuertemente 

diferenciados entre disolventes. 

En total, la dereplicación automática encontró 24 metabolitos, entre los que destacan 

ácidos grasos de cadena larga y aminoácidos conjugados con fructosa. Los hits más 

importantes corresponden al pequeño grupo de las pironas (Figura 36) y algunos más a los 

policétidos y los lípidos (Tabla 15). 
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Tabla 15. Anotaciones realizadas a partir de la red molecular de Nocardiopsis sp. 

Compuesto 
Masa del 
precursor 

(m/z) 
Aducto 

Fórmula 
molecular 

Masa 
teórica 

Error 
(ppm) 

Nocarpyrone K 265.145 [M-H]- C15H22O4 266.1518 + 1.8 

Nocapyrone P 265.145 [M-H]- C15H22O4 266.1518 + 1.8 

Paprazine 284.129 [M+H]+ C17H17NO3 283.1208 + 3.1 

Acetato de 2,4-
dihidroxiheptadecilo 

331.285 [M+H]+ C19H38O4 330.2770 + 2.2 

313.275 [M-H2O+H]+ C19H38O4 330.2770 + 4.1 

 

Entre los metabolitos anotados cabe destacar los análogos de la nocarpirona. Estos 

compuestos se han reportado como metabolitos la bacteria Nocardiopsis alba CR167 y 

Nocardiopsis sp. HB383, actinobacterias simbiontes del cono marino Conus rolani, del mar 

de Filipinas y la esponja Halichondria panicea, del mar Báltico en Alemania, 

respectivamente. Estos compuestos, junto con otros análogos, han demostrado actividad 

antibiótica contra B. subtillis, P. aeruginosa, Staphylococcus epidermidis, Candida glabrata, 

entre otras; actividad citotóxica contra líneas celulares de cáncer de hígado (HepG2) y 

adenocarcinoma de colon (NIH3T3 y HT29), además de ser neuroactivo a través de la 

modulación la polarización de las células nerviosas108,109. Las pironas y otros policétidos 

relacionados han sido aislados de diversos tipos de moluscos de muchos hábitats110–113, sin 

embargo, dichos estudios no habían probado la fuente de la producción de tales 

compuestos. Fue hasta 2013, cuando se logró probar la ruta biosintética de las γ-pironas 

en N. alba, revelando el clúster biosintético responsable de su biosíntesis a través de una 

PKS codificada por el clúster ncp109. El rol ecológico de estos compuestos y otros policétidos 

relacionados, aún es poco claro, pues se han hallado en contextos muy diferentes entre sí. 

La propuesta más aceptada hasta ahora es que podrían formar parte de un sistema de 

comunicación entre moluscos, o entre la bacteria y su hospedero, o incluso entre bacterias 

jugando un rol en el QS111.  

Por otro lado, también se logró anotar automáticamente la paprazina, un metabolito 

fenilpropanoide derivado del ácido cinámico encontrado de forma inédita en bacterias. Este 

compuesto es un constituyente principal de muchos extractos de AcOEt de plantas 

herbáceas, del cáñamo y de algunas orquídeas. He ha descrito su actividad antimicrobiana 

contra varios patogenos114, además de actividad antioxidante115 e inhibitoria de la 

melanogénesis116. 
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Figura 36. A) Red molecular de Nocardiopsis sp. B) Distribución de las familias químicas 
identificadas. 
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Figura 37. Análisis de los clústeres de la RM de Nocardiopsis sp. Las líneas punteadas 

corresponden a anotaciones automáticas 
 

5.7.4. Estudios metabolómicos de NCA-305 

La red molecular de la bacteria NCA-305 se construyó empleando únicamente los 

datos de cultivo a pequeña escala. La base de datos resultante se procesó y curó de forma 

manual. En general, la red se constituye de 971 nodos agrupados en 77 clústeres y 438 

singletons. Las clasificaciones químicas más abundantes según el algoritmo de ClassyFire 

son los aminoácidos, péptidos y análogos, seguido de las moléculas de naturaleza lipídica, 

y en tercer lugar los policétidos y fenilpropanoides (Figura 38). Estos últimos se integran 

principalmente de isoflavonoides, los cuales ya se mencionaron en la Tabla 12. En total, la 

dereplicación automática logró anotar 40 metabolitos; muchos de los cuales son residuos 

de aminoácidos y aminoácidos conjugados a cadenas lipídicas. Los hits más importantes 

corresponden a los isoflavonoides daidzina, genistrina, glicitina y apigetrina (Figura 39), los 

cuales ya fueron mencionados en la Tabla 12. Por otro lado, los metabolitos exclusivos de 

esta cepa se muestran en la Tabla 16 
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Tabla 16. Anotaciones realizadas a partir de la red molecular de NCA-305. 

Compuesto 
Masa del 
precursor 

(m/z) 
Aducto 

Fórmula 
molecular 

Masa 
teórica 

Error 
(ppm) 

6-O-Acetilgenistina 475.125 [M+H]+ C23H22O11 474.1162 + 3.2 

Genisteína 539.099 [2M-H]- C15H10O5 270.0528 + 3.2 

Piro Glu-Tyr 293.114 [M+H]+ C14H16N2O5 292.1059 + 2.7 

N-acetilfenilanalina 206.082 [M-H]- C11H13NO3 207.0895 - 1.3 

 

Entre los metabolitos anotados sobresale la familia de isoflavonoides que se han 

mencionado antes, a los que se anexa la 6-O-acetilgenistina y la genisteína. Estos 

polifenoles son conocidos por expresarse principalmente en plantas del orden Fabácea, es 

decir, en leguminosas. Sin embargo, desde 1975 estos compuestos se han encontrado en 

cultivos bacterianos de Streptomyces spp. y otros géneros de actinobacterias, como 

metabolitos secundarios de algunos líquenes117, y en algunos cultivos fúngicos118. Los 

isoflavonoides han exhibido una amplia variedad de actividad biológica, como antibiótica, 

antiviral, antitumoral, antiinflamatoria y antioxidante. Más aún, la presencia las rutas 

metabólicas para la biosíntesis de flavonoides e isoflavonoides en hongos y bacterias ha 

sido descrita y confirmada119,120. En este caso particular se presume que su presencia se 

debe a los derivados de soya presentes en el medio de cultivo, pues estos metabolitos son 

distintivos de fermentaciones de harina de soya. No obstante, no es posible comprobar esta 

hipótesis sin estudios más profundos. 
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Figura 38. A) Red molecular de NCA-305. B) Distribución de las familias químicas identificadas. 
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Figura 39. Análisis de los clústeres de la RM de NCA-305 Las líneas punteadas corresponden a anotaciones 

automáticas.
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6. CONCLUSIONES 

1) Las bacterias procedentes de la península de Yucatán demostraron ser candidatas 

para su uso con enfoques biotecnológicos y terapéuticos. Con ayuda del estudio 

químico biodirigido y los estudios de metabolómica, se identificaron metabolitos de 

importancia terapéutica, tales como los ácidos cólicos en la bacteria Glutamicibacter 

sp., la monactina, bonactina y alpienamida en Streptomyces sp., las nocarpironas en 

Nocardiopsis sp. y una familia de isoflavonoides en la bacteria NCA-305. 

2) Los derivados del ácido cólico (1–4) demostraron su potencial anti-biopelículas en 

MRSA. Es importante destacar que este trabajo es el primer reporte, hasta nuestro 

conocimiento, que evalúa una serie de ácidos biliares contra este factor de virulencia 

en MRSA. 

3) Por otro lado, se demostró el potencial biosintético de las actinobacterias, ya que solo 

los organismos de este filo mostraron importante actividad antibacteriana a nivel de 

extracto y de fracción. Además de producir metabolitos muy diversos y con diferentes 

roles ecológicos, como la bisucaberina y la nocardamina. Adicionalmente se concluyó 

que la separación de los extractos en biomasa y sobrenadante no es relevante en la 

distribución de los metabolitos producidos por las bacterias de este trabajo. 

4) Las modificaciones en la posición 7 de los derivados de ácidos cólicos (compuestos 2 

y 4) en los cultivos de Glutamicibacter sp. representan un hallazgo interesante, debido 

a que estas modificaciones no son típicas en la naturaleza y solo se ha reportado a un 

pequeño grupo de bacterias del género Clostridium que son capaces de hacer estas 

reducciones u oxidaciones selectivas en sustratos de núcleo esteroidal.  

5) Finalmente, se conoció el repertorio metabólico de la bacteria desconocida (NCA-305) 

y, se concluyó que pertenece al filo de las actinobacterias, pues solo este filo exhibe la 

capacidad de síntesis de isoflavonas como metabolitos secundarios una vez que son 

crecidas en medios con ingredientes derivados de la soya. 
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8. ANEXOS 

Tabla 17. Resultados de actividad antimicrobiana contra S. aureus de las fracciones obtenidas en este trabajo. 

Glutamicibacter sp Streptomyces sp. Nocardiopsis sp. 

Clave MRSAa MSSAb Clave MRSAa MSSAb Clave MRSAa MSSAb 

G1
* 2 1 S1

* 2 1 Nc1
* 2 1 

F1   F1 2  F1   
F2   F2 2  F2   
F3   F3 2  F3   
F4   F4 2  F4 1  

F5   F5  1 F5   
F6   F6  1 F6 4 4 
F7   F7 2 1 F7 5 5 
F8   F8 4 3 Nc2

* 1 1 
F9 2 1 F9 5 5 F1   

F10 2 1 S2
* 2 2 F2   

F11 2 1 F1 2 2 F3   

F12 5 5 F2 2 2 F4   

F13 2 2 F3 2 2 F5  1 
F14   F4   F6   

F15 2  F5   F7   

F16 2 1 F6 1  F8   

F17 4 3 F7 3 3 F9   

F18 5 5 F8 3 3 F10   

F19 5 5 F9 5 5 F11   

F20 2 3 F10 5 5 F12   

G3
* 1 4 F11 5 5 F13 5 5 

F1 2 2 S5
* 2 3 F14 5 5 

F2 2 2 F1 2  F15 1 1 
F3 2 3 F2 2  Nc4

* 2  

F4 1 1 F3 2  F1  3 
F5 3 4 F4 2  F2   

F6   F5 2 3 F3   
   F6 1 3 F4   
   F7 4 3 F5 1 3 
   F8 5 5 F6   
   F9 5 5 F7   
      F8  1 

Escala de inhibición   F9 1 1 
 Total a 200 y a 20 µg/mL   F10 5 3 
 Total a 200, parcial a 20 µg /mL   F11 5 5 
 Total a 200 µg /ml   F12 5 5 
 Parcial a 200 y a 20 µg /mL   F13 1  

 Parcial a 200 µg /mL a CMI = 2.5 µg/mL Vancomicina, bCIM = 0.2 µg/mL Ampicilina 
*Extracto de origen, exclusivamente para referencia  Sin actividad 
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