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Introduccion

En la actualidad diversos metabolitos biosintetizados por el
género Bacillus, se encuentran en desarrollo para ser considerados
como una importante alternativa para generar diferentes productos
bioldgicos efectivos para inhibir el desarrollo de bacterias dafiinas
y hongos fitopatdgenos. Una de las especies mas conocidas como
una fuente biosintética muy importante de metabolitos, es Bacillus
thuringensis. Estos metabolitos secundarios son las 8-endotoxinas
y B-exotoxinas®. Las bateriocinas son una clase de péptidos con
actividad antimicrobiana, se utilizan en el disefio de tratamientos
post-cosecha para el biocontrol de hongos y bacterias
fitopatdgenos?. Las lipasas son enzimas hidrosolubles con
capacidad para actuar en la interfaz entre las fases acuosa y
organica. Esta propiedad de las lipasas para catalizar la hidrdlisis
de enlaces éster en sustratos lipidicos insolubles en agua, les
confiere un gran potencial biotecnoldgico®. Por lo anterior, se
identificaron y caracterizaron los metabolitos secundarios (lipasas
y bacteriocinas) de B. thuringiensis autoctono de la region de la
Comarca Lagunera.

Metodologia

Se realiz6 la produccion, extraccion y purificacion de
metabolitos secundarios de las cepas B. thuringiensis CF 13y 42
(Bt 13y Bt 42). La cinética de crecimiento en caldo de cultivo soya
tripticaseina (CST) (28°C/200 rpm/24 h), la recolectaron por
centrifugacion (12,000 rpm/20 min/4 °C) y purificaron parcial con
sulfato de amonio (60%) proporcionaron muestras con
metabolitos y se separaron por centrifugacion. Las muestras se
filtraron (0.45 uM Merck Millipore), se separaron por
cromatografia de exclusion molecular y cromatografia de
intercambio idnico acoplada a un sistema de FPLC (Fast protein
liquid chromatography) y se cuantificé la cantidad de proteina
(Bradford®). Las muestras se calentaron (5 min/100 °C) con 2-
mercaptoetanol y se corrid una electroforesis desnaturalizante
Tris-tricina (SDS-PAGE)® y se tifi6 con azul de Coomassie para
detectar las bandas y peso molecular. La actividad antimicrobiana
se determind por difusion en pozos de agar (0.7 % agar soya
tripticasa-CST-inoculado con 1x108 cel/mL de B. cereus 183),
crecido en caldo nutritivo (30 °C/150 rpm), se dejaron solidificar
y se perforaron pozos (8 mm de diametro) para depositar 100 pL
de cada muestra y el control positivo fue yoduro de potasio (KI 3
%). Las cajas se incubaron a 4 °C (overnight) y posteriormente se
incubaron a 30 °C/24 h. Se determind la inhibicion del crecimiento
bacteriano alrededor de pozos para calcular la actividad
antibacteriana (UA).

Resultados y discusion

Las cepas Bt 13 y Bt 42 producen cristal esférico (Fig. 1),
detectados microscopicamente durante las cinéticas de
crecimiento de ambas cepas (Fig. 2).
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Figura 1. Cristal y esporade  Figura 2. Cinética de crecimiento de
las cepas Bt 13 y Bt 42 Bt 13 y 42 en medio CST durante 24
respectivamente. horas a 30°C + 2.

Se determino en las muestras 0.421, 0.2476 de proteinas en Bt
13y Bt42,y0.0120 mg mL* de Lipasa 13 en CF13. La actividad
inhibitoria (Fig. 3) contra la cepa Bacillus cereus 183 (tabla 1).

Tabla 1. Actividad antimicrobiana

Promedio de Area de
Muestras diametro inhibicion
(mm) (UA)

Control 16.40 150.7+0.36 A

Bt 13 16.45 151.3+0.59 V,

Bt42 27.20 530.820.10 \@/

Lipasal3 26.25 490.910.62 -

*1 Unidad arbitraria (UA) = 1mm Figura 3.

Actividad

Las muestras pasaron por el proceso de antimicrobiana.
purificacion y posteriormente se corrié un g" Bt 1|ch
gel SDS-PAGE para verificar las bandas y Li (;2;?3, D Bt
las fracciones de la cromatografia (Fig.4). 42? E, Control -.

Figura 4. Electroforesis SDS-PAGE
(16%). M.W.: Marcador de peso
molecular; 1) extracto total (antes de
pasar por la purificacion); 2 y 3)
bandas en la parte superior alrededor
de los 50 kDa; 4 y 5) bandas
aproximadamente de 10 kDa
(bacteriocina).

Conclusiones

Se identificaron los metabolitos secundarios (bacteriocinas y
lipasas) de Bt 13 y 42, con actividad antimicrobiana con
importancia biotecnologica.
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