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Resumen

En el presente estudio se llevd a cabo la extraccidn y evaluacién bactericida de metabolitos
secundarios, aislados a partir de especies de Bacillus spp. Se identificaron, 15 cepas de Bacillus
thuringiensis y 5 de Bacillus cereus, las cuales se aislaron a partir de muestras de suelo
provenientes de diferentes estados de la Republica Mexicana. Los resultaron denotaron
efectividad en el método de extraccién, empleando la matriz amberlita y el caldo tripticasa soya
(TSB) como medio de cultivo, obteniendo, 2.0 mg/mL de cada extracto, por cada 125 mL de
medio. Se comprobd que 58% de los extractos analizados, tuvo eficiente actividad bactericida
contra bacterias Gram positivas, de manera particular las especies, Streptococcus agalactie y
Staphylococcus aureus. El 90% de los extractos presentd deficiencia bactericida contra casi todas
las especies Gram negativas, Unicamente la especie Serratia marcenses, resulté positiva para
todos los extractos probados.

Palabras Claves: agua, aire, microorganismos, suelo.

Abstract

In the present study, the bactericidal extraction and evaluation of secondary metabolites, isolated
from Bacillus spp. We identified 15 strains of Bacillus thuringiensis and 5 strains of Bacillus cereus,
which were isolated from soil samples from different states of the Mexican Republic. The results
showed effectiveness in the extraction method, using the amberlite matrix and the triptyse soy
broth (TSB) as a culture medium, obtaining 2.0 mg / mL of each extract, for every 125 mL of
medium. It was found that 58% of the extracts analyzed had efficient bactericidal activity against
Gram positive bacteria, particularly the species, Streptococcus agalactie and Staphylococcus
aureus. 90% of the extracts presented bactericidal deficiency against almost all Gram negative
species, only the Serratia marcenses species, was positive for all tested extracts.

Recibido: 12 de mayo de 2019. Aceptado: 31 agosto 2019. Publicado: 1 de diciembre de 2019.
1. Introduccion

El género Bacillus se encuentra entre los agentes mas adecuados para el control biolégico debido a
cualidades tanto morfoldgicas como fisioldgicas que permiten su ubicuidad en la naturaleza [1].

Este género ha tenido mucho éxito en la prevencion de patologias vegetales causadas por hongos [2]. La
mayoria de las especies del género Bacillus spp. produce muchas clases de antibiéticos como bacilomicina,
fungimicina, micosubtilina y zwittermicina, éstos suprimen el crecimiento de patdgenos in vitro y/o in situ
[3]. De hecho, Bacillus spp. actua via antibiosis es decir afectando la interaccidon bioldgica del insecto con
la relacion de organismo que es perjudicial, por la competencia de diversos nutrientes, sitios de exclusién
e infeccidn, parasitismo y/o induccién de resistencia [4].
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El desarrollo y la comercializacidn de plantas transgénicas empleando insecticidas de B. thuringiensis, han
revolucionado la agricultura en las ultimas dos décadas. Es un hecho que el uso de insecticidas elaborados
a partir de metabolitos de la especie, B. thuringiensis, han representado excelentes beneficios
econdmicos, asi como una reduccién considerable, en el uso de insecticidas quimicos [1].

Sin duda alguna, la persistencia de B. thuringiensis en el ambiente, resulta relevante, desde el punto de
vista ecoldgico y econdmico. En general, la bacteria pierde el 50% de su actividad insecticida en 1-3 dias,
requiriendo muchas veces de una segunda aplicacion.

A pesar de que B. thuringiensis es una bacteria autdctona de suelo, su forma vegetativa no estd bien
adaptada a éste, aunque sus esporas pueden sobrevivir bastante tiempo en este ambiente. No se ha
observado fitotoxicidad (efectos adversos en plantas) como consecuencia de su uso en campo.

Dada la relevancia e impacto que han denotado multiples investigaciones acerca del género Bacillus, spp.,
en el presente estudio, se llevara a cabo un analisis de la actividad bactericida de los metabolitos
secundarios producidos por especies de este género, contra bacterias Gram positivas y negativas, de
manera que los resultados obtenidos, sirvan de plataforma para futuras investigaciones en diversas
disciplinas de corte cientifico, en donde Bacillus spp., represente una fuente viable de estudio para el
desarrollo de nuevos productos.

2. Teoria

Bacillus thuringiensis (B. thuringiensis) es considerada una bacteria ubicua aislada de diversos sistemas
como: suelo, agua, hojas de plantas, insectos muertos, etc. Se le ha diferenciado de Bacillus cereus (B.
cereus) y Bacillus anthracis (B. anthracis), por contener un cuerpo paraesporal conocido como cristal, el
cual es de naturaleza proteica con propiedades insecticidas. Esta constituido por proteinas denominadas
6-endotoxinas también conocidas como proteinas Cry y Cyt, las cuales son activas contra insectos y plagas
en la agricultura y de enfermedades humanas de transmisidon por vectores [5]. B. thuringiensis, es una
bacteria Gram positiva, cuya morfologia colonial se denota como colonias de 3 a 8 mm de didmetro B-
hemoliticas con hemdlisis completa, de color de gris a verde, con aspecto de vidrio esmerilado y bordes
regulares.

Su habitat principal es el suelo. Es considerada parte de la poblacion bacteriana zimégena [6-7], aunque
también ha sido aislada de superficies de plantas, caddveres de insectos y polvo de productos
almacenados. Su ciclo de vida es simple. Cuando los nutrientes y las condiciones ambientales son
suficientes para crecer, las esporas germinan produciendo células vegetativas que crecen y se reproducen
por fisién binaria, en donde las células contindan su multiplicacidon hasta que uno o mas nutrientes, como
los azlcares, aminoacidos u oxigeno, se tornan insuficientes, para dar continuidad con el crecimiento
vegetativo. Bajo esas condiciones, la bacteria esporula, produciendo una endospora y un cuerpo
parasporal (cristal), como se denota en la Figura 1, en donde radica su actividad bioinsecticida. Estos
cristales estan constituidos de las denominadas &-endotoxinas o proteinas Cry, las cuales se liberan
Unicamente bajo lisis celular y codificada en plasmidos extra cromosomales que se pueden replicar de
manera independientemente [8].
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Fig. 1. Cristales y esporas de B. thuringiensis [8]

Entre los agentes de control bioldgico se destacan las bacterias entomopatégenas es decir enfermedades
de los insectos causadas por bacterias, hongos, virus, protozoos y nematodos. Entre las que se encuentra
B. thuringiensis, la cual ha sido empleada como insecticida bioldgico en el control de insectos y plagas en
la agricultura [9].

La actividad bioinsecticida de B. thuringiensi,s radica en las proteinas parasporales llamadas Cry. Las
toxinas Cry individuales tienen un espectro de actividad insecticida definido, generalmente restringido a
unas pocas especies en un orden en particular de lepiddpteros (mariposas y polillas), dipteros (mosquitos
y moscas), coledpteros (escarabajos y gorgojos), himendpteros (avispas y abejas) y nematodos (gusanos)
[5]. Estas proteinas Cry o &-endotoxinas se producen en forma de protoxinas que se acumulan
intracelularmente como cuerpos de inclusién. Estudios cristalograficos indican que las proteinas Cry
tienen tres dominios estructuralmente diferentes, como se denota en la Figura 2. El dominio | se compone
de 290 residuos de aminoacidos, con siete hélices hidrofébicas enlazadas a seis hélices, que rodean a una
hélice central. Este dominio estd involucrado en la insercion de la toxina en la membrana plasmatica y en
la formacién del poro. El dominio Il consiste en seis ldminas antiparalelas o tres hojas B. Este dominio es
responsable del reconocimiento inicial del receptor y la unidn al mismo. Finalmente, el dominio Ill, esta
formado por dos hojas B-antiparalelas y forma parte de la unién al receptor en la especificidad del insecto,
asi como en la regulacion de la formacidn del canal iénico [10].

pomiNio 111
c

Fig. 2. Estructura cristalina en 3D de la 6-endotoxina [10].

Las 6-endotoxinas deben de ser ingeridas por los insectos para tener efecto. Esta es la razén por la cual
los insectos chupadores y otros invertebrados como arafias y dcaros no son sensibles a las proteinas Cry
usadas en las formulaciones a base de los insecticidas de B. thuringiensis. Su modo de accién involucra
varios eventos que deben ser completados varias horas después de su ingestion para que ocurra la muerte
del insecto. Siguiendo la ingestidn, los cristales son solubilizados por condiciones alcalinas en el intestino
medio del insecto y son subsecuente y proteoliticamente convertidos en fragmentos tdxicos [11].
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Las toxinas activadas se unen a los receptores (glicoproteinas o glicolipidos) localizados en las membranas
de las células epiteliales del intestino medio [12].

Para algunas toxinas se han descrito al menos cuatro diferentes sitios de unién en diferentes insectos del
orden Lepiddptera: una proteina tipo caderina (CADR), una N-aminopeptidasa (APN) anclada a
glicosilfosfatidil-inositol (GPI), una fosfatasa alcalina anclada a GPI (ALP) y una proteina glicoconjugada.
Posteriormente a la unidn, la toxina adopta una conformacién que permite su insercidon en la membrana
celular y forma un canal selectivo para cationes [13].

Subsecuentemente ocurre una oligomerizacion y estos oligdmeros forman un poro o canal idnico, que
induce un incremento en la permeabilidad catidnica. Una vez que un nimero suficiente de canales se han
formado, una gran cantidad de cationes entran en la célula lo cual causa un desbalance osmético lo que
conduce a una ruptura celular [5].

Los metabolitos secundarios producidos por bacterias, son moléculas relativamente pequefias producidas
por un nimero limitado de cepas, que al parecer no tienen una funcidon determinada en el crecimiento
celular. De hecho, las cepas productoras de éstos, que por alguna mutacion han perdido su capacidad de
producirla, presentan crecimiento y caracteristicas normales. Estos metabolitos incluyen diferentes tipos
de compuestos de importancia econdmica, dentro de los cuales se encuentran, los antibidticos,
pigmentos, toxinas, feromonas, inhibidores enzimaticos, agentes inmunomoduladores, antagonistas y
agonistas de receptores, pesticidas, agentes antitumorales y promotores del crecimiento en animales y
plantas [14]. Estos metabolitos producidos por unos pocos organismos, no parecen ser esenciales para su
crecimiento y reproduccidn; su formacién depende de las condiciones ambientales donde se encuentre.
Existen cuatro clases de estos, los cuales han sido significativos para el ser humano, entre los que destacan
los terpenoides, alcaloides, compuestos nitrogenados, fenilpropanoides, compuestos fendlicos y
flavonoides [15].

Actualmente, en el sector agricola se tiene un problema latente que no ha podido ser controlado en su
totalidad, y es el desarrollo frecuente de diversos tipos de plagas en cultivos agricolas. Si bien es cierto, lo
anterior ha traido como consecuencia pérdidas cuantiosas de cultivo y por ende cuantiosas pérdidas
econdémicas, en donde se pierde alrededor de un 20 y 30% de la produccidn total de cultivos. Sin embargo,
para contrarrestar dicha problematica, se han venido empleando insecticidas de accién residual y alta
toxicidad que dafian al ecosistema y reducen la biodiversidad de diversas especies [16].

B. thuringiensis es un bioinsecticida que se considera inocuo para el humano. Sin embargo, esta bacteria
estd muy relacionada con B. cereus y B. anthracis. Entre las principales caracteristicas que presenta B.
cereus es su aerobiosis, formadora de endosporas, Gram positiva, causante de severas intoxicaciones
alimentarias, comunmente asociada al consumo de arroz, siendo un patégeno humano oportunista [17].

Los productos elaborados a bases de cepas de B. thuringiensis, han ocupado una posicién estable en el
mercado de insecticidas ya que los insecticidas quimicos repercuten de manera negativa en el medio
ambiente [18].

3. Metodologia experimental
Se trabajaron cepas del género Bacillus spp, previamente aisladas e identificadas en trabajos anteriores

por Sansinenea (2012), a partir de muestras de muestras de suelo recolectadas de diferentes parques
publicos de diferentes estados de la Republica Mexicana, tal como se muestra en la Tabla 1.
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Extracto

ELI3J1

ELI6IA

ELI10T1

ELIT1T2

ELI12T3

ELI17Q1
ELI18Q2

ELI21VH1
ELI26SA2
ELI27CU2
ELI28CU3
ELI30J1
ELI31J4
ELI32P5
ELI33B1
ELI34B3
ELI37B8
ELI40CH1
ELI41CH2

ELI42CH3

Procedencia

Chiautla de
Tapia (Puebla)
Chiautla
de Tapia, Puebla
Tlapanala, Puebla

Tlapanala, Puebla
Tlapanala, Puebla

Querétaro

Querétaro
Villahermosa Tab.
Atlixco, Puebla
CU, puebla
CU, puebla
Jardinera, Puebla
Jardinera, Puebla

Patio, Puebla

Bacalar Quintana R.
Bacalar Quintana R.

Bacalar Quintana R.

Chetumal Q. R.
Chetumal Q. R.

Chetumal Q. R.

Medio

Tris G

Tris G

Tris G

Tris G

Tris G

Tris G
Tris G

Tris G
Tris G
Tris G
Tris G
Tris G
Tris G
Tris G
Tris G
Tris G
Tris G
Tris G
Tris G

Tris G

Esporas

Si
X

xX X X <X X <X X X X X X X X X

X

No

Cristal
Si

X

No

Observaciones

B.thuringiensis

B.thuringiensis

B.

thuringiensis

B.thuringiensis

B.cereus

B.thuringiensis

B.cereus

B.thuringiensis

B.

B
B
B
B

B.

thuringiensis

. thuringiensis
. thuringiensis
. thuringiensis

. thuringiensis

B. cereus

. thuringiensis

. thuringiensis

B. cereus

. thuringiensis

B. cereus

thuringiensis

Tabla 1. Extractos de Bacillus spp obtenidas de diferentes Estados de la Republica [1].

La metodologia se desarrollé en dos fases, conforme lo establecido por Sansinenea (2004), partiendo en
primera instancia, de la extraccidon de los metabolitos secundarios a partir de las muestras de suelo,
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seguido del proceso de evaluaC|on deI efecto bactenuda de dichos metabolitos, contra diferentes
especies patégenas.

3.1 Extraccion de metabolitos secundarios a partir de cepas de Bacillus spp. silvestre utilizando
amberlita XAD-16.

Para llevar a cabo el proceso de extraccion de los metabolitos secundarios, se prepararon veinte frascos
debidamente etiquetados, los cuales contenian 0.7 g de amberlita XAD16 (Sigma aldrich), a los cuales se
les efectuaron lavados primeramente con 50 mL de agua destilada y posteriormente con 50 ml de
metanol. Los residuos obtenidos tras las decantaciones de cada solucién, fueron extraidos, empleando 5
mL de agua destilada y colocados en 125 mL de caldo de cultivo TSB e inoculados respectivamente con las
cepas problema. Dichas muestras fueron incubadas a 30°C por 7 dias bajo agitacién constante a 200 rpm.
Posteriormente, se retird el caldo de cultivo, con la finalidad de obtener Unicamente la amberlita, la cual
se diluyé en 60 mL de metanol bajo agitacién constante durante 20 minutos aproximadamente, hasta la
obtencién de un color blanco en la amberlita y un color marrén en la solucion metandlica. Dicha mezcla
fue sometida a centrifugacion por un lapso de 5 minutos a 6000 rpm. El sobrenadante obtenido, se colocd
en un rotavapor (marca Buchi modelo R-210) para eliminar el exceso de disolvente y obtener el extracto
correspondiente, el cual se micro filtré (empleando membranas de 0.45 micras, para la eliminacion total
de esporas) y se secd en la estufa durante 24 horas a 28°C. Pasado el tiempo, se verificd que los residuos
del recipiente estuvieran completamente secos, para finalmente colocar el residuo sdélido en tubos
Eppendorf perfectamente etiquetados.

3.2 Evaluacion del efecto anti bactericida de los metabolitos secundarios extraidos de las cepas de B.
cereus y B. thuringiensis

Las especies a probar (Serratia marcescens, Micrococcus luteus. Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus saprophyticus, Streptococcus
agalactiae, Salmonella sp., Bacillus cereus, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus y Shigella sp.), fueron
suspendidas de manera independiente en caldo LB e incubadas bajo agitacion constante a 29°C por 24
horas. Se tomé un inéculo de cada una de ellas de y se colocaron independientemente, en una caja de
Petri estéril que contenia 50 mL de agar TSA y discos de papel previamente estériles impregnados con 0.2
uL de los extractos aislados de las cepas de B. cereus y B. thuringiensis. Las cajas se incubaron a 29°C
durante 24 horas.

Finalmente se calculd el porcentaje inhibitorio de los extractos, a partir de la siguiente férmula:

% de inhibicion = 6 halo del extracto - 6 halo de formacion del blanco

0 halo del control - & halo de formacién del blanco
De donde:

6 = diametro

Halo del extracto = diametro de inhibicién del extracto
Halo del blanco = didmetro de inhibicion del agua

Halo del control = didametro de inhibicidn del antibiético
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4. Resultados experimentales

La extracciéon de metabolitos secundarios a partir de cepas del género Bacillus spp se llevé a cabo de
manera efectiva empleando el medio de cultivo (TSB). Se obtuvieron metabolitos secundarios, los cuales
denotaron una coloracidon marrén posterior al proceso de secado, en cantidades (mg) diferentes, de cada
una de las cepas muestreadas, por cada 125 mL de cultivo como se presenta en la Tabla 2, a los cuales se
les evalué su actividad bactericida correspondiente.

Extractos Cantidad (mg) Concentracion
(mg/ mL)

J1ELI3 105.5 0.844
JAELI6 108.4 0.867
TI ELI1O 123.2 0.985
T2 ELI11 117.5 0.94

T3 ELI12 132.0 1.056
Q1 ELI17 167.3 1.338
Q2 ELI18 158.4 1.267
VH1 ELI21 134.6 1.076
SA2 ELI26 148.2 1.185
CU2 ELI27 141.0 1.128
CU3 ELI28 188.6 1.508
J1 ELI30 151.1 1.208
J4A ELI31 164.8 1.318
PS5 ELI32 147.3 1.178
B1 ELI33 195.5 1.564
B3 ELI34 180.4 1.443
B8 ELI37 134.4 1.075
CH1 ELI40 103.4 0.827
CH2 ELI41 219.2 1.753
CH3 ELI42 268.6 2.148

Tabla 2. Cantidad y concentracidn de extractos obtenidos de las cepas de Bacillus spp.

Los extractos obtenidos en la matriz amberlita, fueron evaluados contra una amplia gama de bacterias
Gram positivas y Gram negativas. Para la evaluacion, se trabajo con discos estériles, los cuales contenian
http://revistas.ujat.mx/index.php/jobs ISSN: 2448-4997
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la solucién control (agua), antibidticos a probar (500 mg/mL de ampicilina y estreptomicina, para bacterias
Gram negativas y Vancomicina con 50 mg/mL, para bacterias Gram positivas).

Los veinte extractos de Bacillus spp, sembrados en cada una de las cajas de manera previa y respectiva,
mostraron halos de inhibicién, como se muestra en las figuras 3y 4.

Fig. 3. Pruebas de inhibicién de extractos en bacterias Gram positivas

Fig. 4. Pruebas de inhibicién de extractos en bacterias Gram negativas
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De donde se puede observar que la ampicilina, a pesar de ser un antibiético especifico contra bacterias
Gram negativas, no presentd un efecto inhibitorio significativo contra a la gran mayoria de bacterias, lo
cual podria adjudicarse a la pérdida de efectividad en la alicuota empleada. Por lo anterior, fue necesario
recurrir a la toma de alicuotas mayores de antibidticos, hecho que resulté eficiente, ya que la presencia de
los halos de inhibicion fue aliin mas intensa para la ampicilina y estreptomicina y en menor proporcion para
la vancomicina, ya que éste denotd mayor especificidad, para bacterias Gram positivas como se observa
en la Figura 5.

Fig. 5. Pruebas en algunas bacterias Gram negativas con varios antibioéticos observando su actividad bactericida.

Las Tablas 3 y 4, muestran los datos de inhibicidn de los extractos de las bacterias ante los antibidticos
empleados, para cepas de Bacillus spp., contra especies Gram negativas y Gram positivas
respectivamente, observando, que las bacterias Gram negativas, presentaron mayor resistencia a los
extractos. Especies como V. cholerae o Shigella sp., resultaron resistentes a la ampicilina, debido a las
caracteristicas propias de la pared y membrana celular de las bacterias Gram negativas, las cuales se
encuentran conformadas por una doble estructura lipidica lo cual las hace mas resistentes a algunos
antibidticos, situacidn contraria a las bacterias Gram positivas. Se comprobd que S. marcescens (bacteria
Gram negativa) fue la que presentara mayor sensibilidad a la ampicilina y estreptomicina, hecho que
coincide con estudios realizados por Sansinenea (2004).
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Especies de prueba
Extractos E. Coli  Klepsiella S. V. V. Shigella  Salmonella P.
pneumo- marcescens  Parahaemo- Cholerae sp. sp. aeruginosa
niae lyticus.
Q1 ELI18 --- - 1.3 --- --- - - 1.0
Q2 ELI17 -- 1.2
J4 ELI6 0.8 - .
SA2 ELI26 1.4
T2 ELI11 1.0 - .
T1ELI10 1.1
T3 ELI12 1.2 - .
VH1 ELI21 1.6
J1ELI3 0.7 0.6 1.0 0.6 -
J1 ELI30 0.6 0.8 1.2 0.8 -
J4 ELI31 0.9
P5 ELI32 0.9 - -
CU2 ELI27 1.1
CU3 ELI28 1.0 - .
B1 ELI33 1.3
B3 ELI34 1.7 - .
B8 ELI37 2.5
CH1 ELI40 2.2 - .
Blanco
Ampicilina 1.5 2.0 3.7 1.3 0.8 1.2 1.0 1.7
(500 mg/mL)
Estreptomicin 23 2.8 5 23 2.0 1.6 2.7 3.0
(500 mg/mL)
Vancomicina 0.7 1.5 11 1.2 11
(50 mg/mL)

Tabla 3. Didametro de inhibicién en (mm), de los extractos obtenidos, contra especies Gram negativas
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Extractos Micrococcus Sta. Sta. Streptococcus Bacillus

luteus aureus  saprophyticus agalactie cereus
Q1 ELI17 1.2 1.7 - 1.2 13
Q2 ELI18 2.3 1.1 1.5
JAELI6 1.0 1.5 1.0
SA2 ELI26 2.5 3.0 2.0 1.6 0.7
T2 ELI11 1.3
T1ELI10 1.0 1.4 1.3
T3 ELI12 1.0 1.2
VH1 ELI21 1.2 1.4 1.2
J1ELI3 2.3 3.0 1.8 1.1
J1 ELI3O0 2.0 3.1 1.3 0.9
J4 ELI31 1.5 24 1.5
P5 ELI32 1.2 1.9
CU2 ELI27 1.2 0.8
CU3 ELI28 2.0 2.0 1.4
B1 ELI33 1.4 1.2
B3 ELI34 2.1 2.1 - 1.2 -
B8 ELI37 2.2 2.4 - 1.2 -
CH1 ELI40 2.0 1.7 --- 1.4 -
CH2 ELI41 2.0 2.2 1.3
CH3 ELI42 - 1.8 --- 1.1 -
Blanco --- - - - -
Vancomicina 2.0 3.5 1.5 2.0 2.3

(50 mg/mL)

Tabla 4. Diametro de inhibicidon en (mm), de los extractos obtenidos, contra especies Gram positivas

Se observd que no todos los extractos presentan una actividad marcada contra las bacterias probadas. Sin
embargo, los extractos J1ELI3 y J1ELI30, presentaron una actividad bioldgica bactericida contra cepas de E.
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coli, K. pneumoniae, S. marcescens y Salmonella sp, como se muestra en la Tabla 4, lo anterior es indicativo

a la posible presencia de algun tipo de metabolito secundario con actividad bactericida.

7

En la Tabla 5 se observa, que el extracto SA2ELI26, mostrd una intensa actividad inhibitoria con todas las
bacterias Gram positivas muestreadas, observandose halos de inhibicidn de color blanco, inclusive mayores
a los halos desarrollados para el propio antibiético. Cabe destacar que el poder inhibitorio de estos
extractos contra las bacterias Gram positivas.

Se cuantificé el porcentaje de inhibicion de los extractos de Bacillus spp. que presentaron mayor inhibicién
frente a las cepas en estudio. Para tal efecto, se limitaron los extractos que tuvieran efectividad para las
bacterias Gram negativas y Gram positivas. Sansinanea (2004), demostrd la efectividad de la ampicilina 'y
la vancomicina contra bacterias Gram positivas y Gram negativas respectivamente, por lo que se decidid a
emplear ambos antibidticos como referentes para cuantificar el porcentaje de inhibicidon de cada extracto
seleccionado frente a las bacterias correspondientes. Como podemos observar en la figura 6, los extractos
J1ELI30 y J1ELI3, fueron los que denotaron mayor actividad inhibitoria (80% y 60%), de manera particular
para la especie Salmonella sp, seguido del extracto Q1ELI17 con 59% contra P. aeruginosa, y el extracto
J1ELI30 en un (40%) para las especies E. coliy K. pneumoniae el de menor efectividad.

100%
80%
60%
40%
20%

0%

J1ELI3 J1ELI30| J1ELI3 J1ELI30 | J1ELI3 J1ELI30 |QI1ELI17

E.coli K. pneumoniae Salmonella P.|aerugino|sa

Fig. 6 Porcentaje de inhibitorio de extractos de Bacillus spp contra bacterias Gram negativas

De manera particular S. marcenses, fue la bacteria que presenté actividad para los veinte extractos, como
se muestra en la figura 7, siendo los extractos BS8ELI37 y CH1ELI40 los de mayor efecto inhibitorio (67% y
59%) respectivamente.
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80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

Fig. 7. Porcentaje inhibitorio de extractos de Bacillus spp. contra S. marcences

Para la inhibicién de bacterias Gram positivas, los extractos que denotaron una efectividad por arriba del
100% contra dichas bacterias fueron el SA2ELI26 (133%), B8ELI37 (125%), J1ELI3 (115%) y B8ELI37, J1ELI3
con 105%, como se denota en la figura 8. Lo anterior indica la capacidad que poseen dichas para inhibir a
las bacterias mismas, debido a la presencia del sustrato genético adquirido propio de cada bacteria,
desarrollando asi una resistencia adquirida, misma que aparece por cambios puntuales en el DNA
(mutacidn), en donde los genes que codifican las porinas bloquean el ingreso del antibidtico al interior del
microorganismo.

140%
120%
100%
30% H M.luteus
M Sta. aureus
60% T
i Sta. saprophyticus
40%
’ B S. agalactie
0,
20% M B. cereus

0%

Q1ELI17
Q2ELI18
JAELI6
SA2ELI26
T2ELI11
T1ELI10
T3ELI12
VH1ELI21
J1ELI3
J1ELI30
J4ELI31
P5ELI32
CU2ELI27
CU3ELI28
B1ELI33
B3ELI34
B8ELI37
CHI1ELI40
CH2ELI41
CH3ELI42

Fig. 8. Porcentaje inhibitorio de extractos de Bacillus spp contra bacterias bacterias Gram positivas
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5. Conclusiones

Se realizé la extraccion con la matriz amberlita de 20 cepas de B. cereus y B. thuringiensis, obteniendo por
cada 125 mL de cultivo una cantidad 0 y 2.0 mg/mL de cada uno de los extractos corroborando su actividad
bactericida.

El caldo Soya tripticaseina fue el medio que permitié mayor oportunidad de aislamiento de metabolitos
secundarios para la gran mayoria de los extractos.

Se comprobé la actividad bactericida en el 58% de los extractos analizados contra bacterias Gram
positivas, con un porcentaje de efectividad mayor, de manera particular, para las especies S. agalactie y
Sta. aureus.

Se comprobd la baja actividad bactericida de los extractos en estudio para bacterias Gram negativas, sin
embargo, de las 13 especies en estudio, S. marcenses fue la Unica bacteria positiva para todos los extractos
probados, demostrando asi un excelente poder inhibitorio de los veinte extractos, para esta especie en
particular.
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