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RESUMEN

En lapresente investigaci on se cuantificd laproduccién de amilasasy proteasas
de 34 cultivos de Bacillus aislados de suelos de la Universidad Nacional de Trujillo
mediante la actividad enzimética. Paraello sereactivo y verificd lapureza delos cultivos
conservados en glicerol a 10%. Posteriormente se sel eccionaron las bacterias productoras
deamilasasen Agar AlImidony de proteasas en Agar Leche. Delos cultivos sel eccionados
se prepararon los inécul os, que fueron sembrados en Caldo AImidon para la produccion
de amilasas y en Caldo Caseina, parala produccion de proteasas. Después de 48 horas se
extrgeron los Preparados Enziméticos (PE) mediante centrifugacion a 4°C, 5 000 rpm
por 10 minuto. La actividad enzimética de |as amilasas se cuantificoO mediante e método
de Street Close modificado y |as proteasas mediante |a degradacion de caseina. De los 34
cultivos, 11 produjeron amilasas'y 9 proteasas. Se concluye, que la actividad enzimética
de las amilasas producidas por las 11 cepas de Bacillus seleccionadas, oscilan entre 0.4 a
2.7 x10? Unidades Street Close/100 mL de Preparado Enzimédtico; y la actividad
enzimética de | as proteasas de las 09 cepas de Bacillus seleccionadas, oscilan entre, 0.03

a0.06 Unidades de Proteina/mL de Preparado Enzimatico.
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. INTRODUCCION

Las amilasas y proteasas son enzimas hidroliticas de importancia industrial; su
aplicacion estddadaen laproduccion dejarabesy en el caso de proteasas en laelaboracion
de productos de limpieza, procesamiento de aimentos, entre otros. Entre los
microorganismos productores destacan las bacterias como € género Bacillus, mohos
como Aspergillus y actinomicetos como Streptomyces. El género Bacillus, de la familia
Bacillaceae incluye especies aerobias o anaerobias facultativas, Gram positivas y

formadores de endosporas *.

Bacillus thuringiensis, ademas de esporas presenta cristales paraesporales
bipiramidales durante la esporulacion 1. La mayoria de sus especies de Bacillus son
mesofilas siendo su temperatura Optima de crecimiento entre 30°C y 45°C, sin embargo,
algunos son termofilos con temperatura optima de 65°C; otros son psicrofilos, capaces de
crecer y esporular a0°C 2. Este esun género queincluye mas de 60 especi es, lamorfologia
de sus colonias es muy variada; pueden ser de aspecto liso, mucoide o rugoso; con bordes

ondulados o extendidos y algunas especies presentan aspecto de vidrio esmerilado 2.

Sus células vegetativas se dividen por fision binaria 'y frecuentemente forman
cadenas. Tienen la capacidad de fermentar la glucosa, fructosa, trehalosa, maltosa y
ribosa, y de hidrolizar la gelatina, amidon, glucdgeno y n-acetil-glucosamina * °. El

tamario de sus células variaentre 0,5 a 2,5 um de didmetro x 1,2-10 um de longitud 3.

El género Bacillus se constituye en uno de |os géneros més comunes de bacterias
de vidalibre presentes en el suelo por lo que es considerado su habitat primario y gracias

a su potencia de producir endosporas, facilita la posibilidad de aislarlos y mantenerlos
1
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en cultivosen € laboratorio. Estas bacterias han demostrado tener unaampliadistribucion
en todas las regiones geograficas del planeta, alcanzando alrededor del 24% del total de
bacterias aisladas en e suelo © 7. En relacion a valor de pH, algunas de sus especies
crecen a pH é&cidos, otros a pH neutros y otros a pH alcainos; los microorganismos

bacilares alcal 6filos viven en ambientes con valores de pH encimade 9 8.

En diversos estudios se ha detectado que especies del género Bacillus producen
enzimas hidroliticas de relevancia economica como amilasas, proteasas y quitinasas, |o
cual ha permitido su aplicacion en diversas industrias y en control biolégico /. Unadelas
enzimas que se explotan a nivel industrial, son las amilasas. Estas enzimas son de tres
tipos. alfa, beta y gamma amilasa, cada una de €elas hidroliza e amidén a nivel de
diferentes enlaces, y pueden ser obtenidas a partir de fuentes animales, vegetales y

microbianas. Pueden ser producidos como enzimas extracelulares o intracelulares °.

Las a-amilasas son enzimas que catalizan la hidrdlisis de enlaces glucosidicos a
(1,4), presentes en e amidon, glicogeno fosforilazas y otros polisacaridos®. Si se
considera desde e punto de vista industrial, las amilasas extracelulares y de origen

microbiano son |as més ventajosas °.

En relacion al almidon, este polimero esta compuesto por: la amilosa, que
presenta Unicamente enlaces a (1,4) y la amilopectina, que adicional a los enlaces a (1,
4), posee sitios de ramificacion a 1, 6. Si bien un producto comercial esta integrado por
una mezcla de enzimas diferentes, los dos grupos de enzimas amiloliticas méas
importantes estan representados por la alfa- amilasay B- amilasa ** 12, Laindustria del

amidon es una de las principal es usuarias de amilasas para la hidrolisis y modificacion

2
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de estamateriaprimacon € fin de obtener glucosa, maltosay oligosacéridos, que pueden
ser convertidos en jarabes de fructosa y dextrosa. La glucosa obtenida, también puede ser

fermentada para producir etanol, aminoécidos y &cidos organicos °.

Generamente, |os niveles de expresion enzimética en 10s microorganiSmos son
bajos, por |0 que es necesario incrementarlos para su produccion a nivel industrial. El
crecimiento del microorganismo y la expresion enzimatica estan fuertemente
influenciados por la composicion del medio de cultivo, principalmente por la fuente de
carbono y nitrégeno. En e caso de las amilasas de Bacillus spp. € uso de fuentes de
nitrdgeno organicas como extracto de levadura, peptonay triptona es determinante para

aumentar su produccion *2,

Debido ala creciente demandade amilasas anivel industrial, es muy importante
el aislamiento, la seleccion y cuantificacion de nuevas cepas bacterianas con capacidad
de producir enzimas con actividad amiloliticas y que posean propiedades diferentes o

unicas de nichos ecol 6gi cos poco explorados.

Existen estudios que sefidlan a género Bacillus con un gran potencial en la
produccion de proteasas y quitinasas, estas han sido aisladas de suelos acalinos, y de
residuos quitino-proteicos como caparazon de camardn. Las proteasas podrian jugar un
papel dentro del proceso antagonico de los organismos, ya que se ha observado que
podrian estar involucradas dentro del proceso de patogenicidad de hongos hacia insectos
7. Las proteasas son enzimas que catalizan la hidrolisis de los enlaces peptidicos de las

proteinas, tienen un rol fisiolégico e industrial 13,

3
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Las proteasas son endopeptidasas que actlian sobre las proteinas hidrolizando
enlaces peptidicos; estas pueden ser: metaloproteasas que trabagjan a pH optimo de 7,0;
estearasas, enzimas con alta actividad esterolitica y baja actividad proteolitica y serin-
proteasas (proteasas a calinas), que tienen residuo serinaen/o cercad sitio activo 4. Entre
las serinproteasas se encuentra un grupo de enzimas |lamadas comUnmente proteasas
alcalinas o subtilisinas que son un grupo fisiolégica y comercialmente importante
utilizadas primordial mente como aditivos parajabonesy detergentes, € curtido de pieles,
asi como en diversas industrias, como la teneriay textiles, en recuperacion de plata en
placas de rayos X y tratamiento de aguas. Tienen un rol catalitico muy importante en la

hidrdlisis de proteinas 4.

L as proteasas producidas por hongostienen un pH optimo dentro del rango écido
(pH 2-6) mientras que la mayoria de las proteasas de origen bacteriano tienen un pH
6ptimo alcalino (pH 8-11) *°. Desde 1967 se conoce que las cepas de Bacillus que crecen
apH por encima de 10, sintetizan proteasas que presentan actividad hasta un valor de pH
de 12 con puntos isoeléctricos extremadamente basicos, son activas a temperaturas

rel ativamente altas 6,

Las proteasas obtenidas a partir de bacterias del género Bacillus representan las
de mayor importancia en la biotecnologia mundial, destacando por su gran diversidad de
uso la subtilisina y la serino-proteasa. Esta proteasa se produce fundamentalmente a
escala industrial y es utilizada en las formulaciones de productos de limpieza 'y en la

manufactura de hidrolizados proteicos a partir de diferentes fuentes proteicas /.

4
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Sernaqué (2016) aislo a partir de suelos agricolas y no agricolas de la Ciudad
Universitariade laUniversidad Nacional de Trujillo, 90 cultivos que fueron identificados
molecularmente como de género Bacillus, de los cuades selecciond
semicuantitativamente 34 cepas productoras de proteasas utilizando Agar Leche a 5%.
Debido a que especies del género Bacillus, se reportan como productoras de amilasas y
proteasas, entre otras enzimas de importancia industrial, en la presente investigacion, de
las 34 cepas, se seleccionaron las productoras de amilasas y proteasas en medio solido y

se cuantificaron sus actividades enzimaticas correspondientes.

OBJETIVOS

1. Cuantificar laproduccion de amilasas, mediante la actividad enzimatica, de Bacillus
spp. seleccionados a partir de 34 cultivos aislados de suelos de la Ciudad

Universitariade laUniversidad Nacional Trujillo, La Libertad-Peru.

2. Cuantificar laproduccion de proteasas, mediante |a actividad enzimatica, de Bacillus
spp. seleccionados a partir de 34 cultivos aislados de suelos de la Ciudad

Universitariade laUniversidad Nacional Trujillo, La Libertad-Peru.

5
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ll. MATERIAL Y METODOS

1. MATERIAL

1.1 Material biolégico

34 cepas de Bacillus spp aislados de suelos agricolas y no agricolas de la
Ciudad Universidad delaUniversidad Nacional de Trujillo, LaLibertad — Perd,
2016, proporcionado por € Laboratorio de Microbiologia Industria, de la

Universidad Nacional de Trujillo (Anexo 01).

1.2 Mediodecultivo 8

Agar Almidon (AA)

Agar Almidon Extracto de Levaduraal 0.3% (AAEL)

Agar Nutritivo Extracto de Levaduraal 0.3% (ANEL)
Agar Lechea 5% (AL)

Caldo Almiddn Extracto de Levaduraa 0.3% (CAEL)

Caldo Caseina (CC)

2. METODOS

2.1 Seleccion de bacterias productoras de amilasas
2.1.1 Reactivacion y verificacion de pureza de Bacillus spp.
Las 34 cepas de Bacillus spp conservadas en glicerol a 10 %, 1° (Anexo

02) fueron reactivadas en CNEL a0.3% e incubadas a 30°C durante 24

6
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horas. Lapurezay sus caracteristicas macro y micro morfol dgicas propias
del género se verificaron mediante siembra en placas conteniendo ANEL

y laincubacion se realizd a 30°C durante 48 horas.

Cumplido e tiempo de incubacion se observo la uniformidad de la
morfologia de las colonias. La pureza se verificO mediante coloracion de
Gram y la presencia de espora mediante la coloracion de Wirtz 2°(Anexo
03). Confirmandala pureza de cada cepa se sembré en frascos conteniendo
AA; después de la incubacion se conservaron en refrigeracion hasta e

momento de la seleccion.

2.1.2 Seleccion de bacterias productoras de amilasas

Cada cepa se sembro, por puntura, en tres placas conteniendo AAEL y se
incubaron por 48 horas a 30°C, observando € crecimiento a partir de las

20 horas.

Transcurridas las 48 horas, se adiciond solucion yodada en toda la
superficie de la placa y se dgjé en reposo durante 2 minutos, luego se
medi6 el didmetro del halo de hidrdlisis de aimidon y € diametro de la
colonia 2. En las colonias que presentaron formas irregulares, se
realizaron varias mediciones con la finalidad de sacar € promedio

correspondiente (Anexo 04.b).

Se seleccionaron las colonias que presentaron los mayores halos de

hidrélisis de amiddn y se sembraron en frascos conteniendo AA; luego de
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laincubacién a 30°C se conservaron a 10°C hasta cuantificar la actividad

enzimética de | as cepas de Bacillus seleccionadas.

2.1.3 Cuantificacion dela actividad enzimatica de amilasas producida por

Bacillus spp.

— Preparacion de inéculo. Cada cultivo puro de Bacillus spp.
seleccionado en la etapaanterior, se sembrd en un matraz conteniendo
30 mL de CA-EL® y se incubd durante 8 a 12 horas a 0.5 vvm de
aireacion (Anexo 05). Luego, se centrifugo en microvialesa4000 rpm
a4°C durante 10 minutos; se elimino el sobrenadante y el “pellet” se
resuspendié con solucion sdina fisiolégica estéril (SSFE). La

suspensi6n microbiana se estandariz6 a 0.26 de absorbancia a 660 nm.

— Inoculaciéon y cultivo de Bacillus spp. para la produccion de
amilasas. Del inOculo estandarizado, se adicion6 2 mL a cadauno de
tres matraces conteniendo 20 mL de CA-EL, se mezclo e incubd en
aireacion constante (0.5vvm) a 30°C durante 24 a 48 horas. El
almidon residual se evalud adicionando en una lamina portaobjetos
unagotadel CAEL y solucién yodada; esta evaluacion serealizd cada

8 horas.

— Obtenciodn de preparado enzimatico (PE). Cuando todo el amidén
se hidrolizd se coloco los medios de cultivo a 4°C hasta el momento
de ser evaluados. Con € preparado enzimético anteriormente
conservados se centrifugo, entre 0 y 4°C, a 5 000 rpm durante 10

minutos, e sobrenadante se recolectdé en microviales estériles
8
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debidamente rotulados. Se conservaron en refrigeracion a 4°C hasta

cuantificar su actividad enzimatica (Anexo 06.a).

— Cuantificacion de las amilasas, producidas por Bacillus spp. La
actividad enzimética se medié mediante el método de Street Close
modificado %3. Una unidad de enzima equivale a una unidad de Street
Close (USC), que es la cantidad de enzima que hidrolizé 20 mg de

amidon en 15 minutosa 37°Cy apH 7.1 (Anexo 07 y 08).

2.2 Cuantificacién de la actividad enzimatica de proteasas producida por

Bacillus spp.

Se rediz6 una verificacion para la determinacion semicuantitativa utilizando
AL a 5% (Anexo 04.a). La protedlisis se evidencié por halos claros
transparentes alrededor de las colonias y se seleccionaron las colonias que
presentaron los mayores halos de hidrdlisis de proteasas 2 y se sembraron en
frascos conteniendo AL ; luego de laincubacion a 30°C se conservaron a 10°C
hasta cuantificar la actividad enzimatica de | as cepas de Bacillus sel eccionadas.
El inéculo preparado en e punto 2.1.3 se utiliz6 en esta etapa experimental

(Anexo 06.b).

— Inoculacién y cultivo de Bacillus spp. para la produccién de proteasas.
Las 34 cepas de Bacillus spp. utilizadas en esta investigacion, fueron en
trabgjos previos evaluados y se confirmaron la presencia de actividad
proteolitica, se sembr6é 2 mL a cada uno de tres matraces conteniendo 20

mL de CC ® se mezcl6 e incubd en aireacion constante (0.5 vvm) a 30°C
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durante 48 horas. Cumpliendo el tiempo de incubacién se procedié a
centrifugar a 4°C, a 5 000 rpm durante 10 minutos, los sobrenadantes se
recolectaron en microviales estériles y se rotularon adecuadamente. Se

conservaron en refrigeracion a4° C hasta evaluar la actividad enzimética.

— Cuantificacion de las proteasas, producidas por Bacillus spp. De las
cepas seleccionadas se eval ud cuantitativamente la produccion de proteasas
empleando & método de Lowry 2* a partir de un preparado enzimético de

los cultivos puros replicados (Anexo 09 y 10).

Una unidad de proteasa es |la cantidad de enzima que hidrolizdé 20 mg de

caseinaen 15 minutosa37°Cy apH 7.1.

2.3 Analisis estadistico de losdatos

Los datos de actividad enzimatica para amilasas y proteasas fueron presentados
en tablas tanto parala seleccion como parala cuantificacion, y |os resultados de
produccion de amilasas y proteasas serdn sometidos a andlisis estadistico t
“student” para hallar la diferencia significativa, con un nivel de significanciade

0.05%.
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1. RESULTADOS

En la Tabla 01 se observa el analisis semicuantitativo; los halos de hidrdlisis
de amiddn de 34 cepas de Bacillus spp. aislados de suel os de la Ciudad Universitariade
la Universidad Nacional de Trujillo, La Libertad-Pert. Los valores de los halos de
hidrdlisis de amiddn oscilan entre 0.6 y 25 mm. De los cuales 11 cepas mostraron
mayores halos de hidrdlisis de amidén evidenciado en AAEL al 0.3%; estos valores

oscilan entre 13.3 y 25 mm.

En la Tabla 02 se observa el analisis semicuantitativo; los halos de hidrdlisis
de caseina de 34 cepas de Bacillus spp. aislados de suelos de la Ciudad Universitaria de
la Universidad Naciona de Trujillo, La Libertad-Pert. Los valores de los halos de
hidrdlisis de proteasas oscilan entre 0.9 y 19 mm. De los cuales 09 cepas mostraron
mayores halos de hidrdlisis de proteasas evidenciado en AL al 5%; estos valores oscilan

entre 15y 19 mm.

En la Tabla 03 se muestra la actividad enzimatica de las amilasas producidas por
11 cepas de Bacillus spp aislados de suelos de la Ciudad Universitaria de la Universidad
Nacional de Trujillo, La Libertad-Pert. Los valores oscilan de 0.4 a2.7 USC/ 100 mL de

PE (x 102, se trabaj6 con e método Street Close modificado.

EnlaTabla04 se muestralaactividad enzimética de las proteasas producidas por
09 cepas de Bacillus spp aislados de suelos de la Ciudad Universitaria de la Universidad
Nacional de Trujillo, La Libertad-Peru. Losvalores oscilan de 0.03 a0.06 UP/ mL de PE,

se empled e método de Lowry.
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Tabla 01. Halo de hidrdlisis de ailmidon de 34 cepas de Bacillus spp. aislados de suelos
delaCiudad Universitariade laUniversidad Nacional de Trujillo, LaLibertad-

Perq.
Diametro del

N° Nombre Halo de Hidrdlisis

(mm)
1 BacillusflexusAMY_2.1.3.1* 167
2 Bacillus sp. BAB-5926 12.0
3 Bacillus subtilis FD 114
4 Bacillus megaterium IHB B 7046 11.7
5 Bradyrhizobiaceae bacterium S28 06.3
6 Bacillus megaterium IHB B 7046 * 133
7 Bacillus subtilis AER314-2 13.0
8 Bradyrhizobium sp. LM6 13.0
9 Bacillus thuringiensis RBM04 * 25.0
10 Bacillus megaterium L2S3 12.3
11 Bacillus subtilis BAB-2936* 14.6
12 Bacillus megaterium SD15 05.7
13 Lysinibacillus fusiformisIHB B 6505 * 14.3
14 Bacillus thuringiensis B20 11.3
15 Bacillus sp. 6077 10.0
16 Bacillus licheniformis CRRI-HN-2 * 133
17 Bacillus megateriumY 12 * 13.7
18 Bacillus sp. S20414 10.6
19 Bacillus megaterium KUDC1720 00.7
20 Bacillus cereus SAD - 05* 174
21 Bacillus sp. NNR2 * 16.0
22 Bacillus sp. Z3 06.7
23 Bacillus aerius YM-16 10.3
24 Bacillus sp. BAB-4186 07.0
25 Bacillussp. TT19 06.7
26 Bacillus sp. OM-2 * 18.0
27 Bacillus megaterium IHB 16671 * 133
28 Bacillus megaterium SD15 01.0
29 Lysinibacillus sp. SS1.22 08.7
30 Bacillus megaterium S111 00.3
31 Bacillus sp. strain BAB - 6011 06.3
32 Bacillus sp. 2008723472 13.0
33 Bacillus sp. B29(2012b) 01.0
34 Bacillus sp. 2008723338 00.6

*: Cepas productoras de amilasas seleccionadas en Agar Almidon enriquecido con Extracto
de Levaduraal 0.3%.
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Tabla02. Halo de hidrdlisis de caseina de 34 cepas de Bacillus spp. aislados de suelos de
la Ciudad Universitaria de la Universidad Nacional de Truyjillo, La Libertad-

Perq.
Diametro del

N° Nombre Neto de Hidrdlisis

(mm)
1 BacillusflexusAMY_2.1.3.1 113
2 Bacillus sp. BAB-5926 12.0
3 Bacillus subtilis FD 10.0
4 Bacillus megaterium IHB B 7046 09.7
5 Bradyrhizobiaceae bacterium S28 06.3
6 Bacillus megaterium IHB B 7046 * 19.0
7 Bacillus subtilis AER314-2 133
8 Bradyrhizobium sp. LM6 124
9 Bacillus thuringiensis RBM04 * 171
10 Bacillus megaterium L2S3 12.0
11 Bacillus subtilis BAB-2936 10.7
12 Bacillus megaterium SD15 11.0
13 Lysinibacillus fusiformis IHB B 6505 00.9
14 Bacillus thuringiensis B20 10.3
15 Bacillus sp. 6077 13.0
16 Bacillus licheniformis CRRI-HN-2 144
17 Bacillus megaterium Y 12 133
18 Bacillus sp. S20414 * 16.4
19 Bacillus megaterium KUDC1720 * 15.0
20 Bacillus cereus SAD - 05 * 17.7
21 Bacillus sp. NNR2 * 15.6
22 Bacillus sp. Z3 144
23 Bacillus aerius YM-16 134
24 Bacillus sp. BAB-4186 14.3
25 Bacillussp. TT19 * 15.0
26 Bacillus sp. OM-2 14.3
27 Bacillus megaterium IHB 16671 12.7
28 Bacillus megaterium SD15 01.0
29 Lysinibacillus sp. SS1.22 * 15.7
30 Bacillus megaterium S111 07.0
31 Bacillus sp. BAB — 6011 * 15.0
32 Bacillus sp. 2008723472 014
33 Bacillus sp. B29(2012b) 03.3
34 Bacillus sp. 2008723338 01.7

*: Cepas productoras de proteasas seleccionadas en Agar Leche a 5 %.
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Tabla 03. Actividad enzimatica de las amilasas producidas por 11 cepas de Bacillus spp
aislados de suelos de la Ciudad Universitaria de la Universidad Naciona de
Trujillo, La Libertad-Per.

N° Nombre ggp:;/%gcig%
Bacillus flexus AMY - 2.1.3.1 2.4
Bacillus megaterium IHB B 7046 20
Bacillus thuringiensis RBM04 04
11 Bacillus subtilis BAB-2936 2.7
13 Lysinibacillus fusiformis IHB B 6505 04
16 Bacillus licheniformis CRRI-HN-2 0.7
17 Bacillus megaterium Y 12 0.7
20 Bacillus cereus SAD - 05 04
21 Bacillus sp. NNR2 0.4
26 Bacillus sp. OM-2 18
27 Bacillus megaterium IHB 16671 0.6

La actividad enzimatica fue evaluada por el método de Street-Close (USC) modificado.
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Tabla 04. Actividad enzimética de |as proteasas producidas por 09 cepas de Bacillus spp
aislados de suelos de la Ciudad Universitaria de la Universidad Nacional de
Trujillo, La Libertad-Peru.

N° Nombre %Z’;,“EL
6 Bacillus megaterium strain IHB B 7046 0.06
9 Bacillus thuringiensis strain RBM04 0.04

18 Bacillus sp. S20414 0.03

19 Bacillus megaterium strain KUDC1720 0.05

20 Bacillus cereus SAD - 05 0.03

21 Bacillus sp. NNR2 0.05

25 Bacillus sp. strain TT19 0.03

29 Lysinibacillus sp. SS1.22 0.04

31 Bacillus sp. strain BAB - 6011 0.05

Laactividad enzimética fue evaluada por €l método de Lowry.
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V. DISCUSION

La degradacion enzimatica del ailmidon por accion de la amilasa a escala
industrial, ha sido practicada por muchos afios y ha reemplazado considerablemente
los procesos tradicional es de catédlisis acida ?®. La produccion de amilasas en el género
Bacillus esta relacionada con la complgidad, naturalezay concentracion de lafuente
de nitrogeno, regulandola de manera positiva o negativa. Las fuentes de nitrogeno
complejas més estudiadas para la produccion de a- amilasas en especies de Bacillus

son extracto de levaduray peptona 26, que han sido utilizadas en estainvestigacion.

De las 34 cepas, 11 cepas se seleccionaron y se cuantificaron tomando en
cuenta el andlisis semicuantitativo a cual se sometio y la evaluacion del aimidon
residua dentro de las 24 horas. Por otra parte, en un proceso para la produccion de
enzimas por fermentacion es necesario tener en cuenta el fendmeno de induccion y
represion catabolica. Muchas enzimas son produci das en cantidades, solo en presencia

de inductores especificos #’.

Labeta-amilasay alfa- amilasa resultan ser las mas utilizadas en laindustria
del papel y de la alimentacion; ambas se encuentran en vegetales y las afa- amilasas
en microorganismos donde su accién es similar. Dichas enzimas hidrolizan los
enlaces adfa 1-4 glucosidicos de la molécula de amilosa y amilopectina,
produciéndose dextrinas, maltosa y glucosa, como productos 28, Para la produccion
de laactividad amilolitica se definid la unidad de enzima equivaente a una unidad de
Street Close; los valores oscilan entre 0.4 a 2.7 x102 Unidades Street Close/ 100 mL
de Preparado Enzimatico.
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Las proteasas representan la clase de enzimas que ocupan una posicion
esencial con respecto a sus funciones fisiologicas, las mayoritarias son la proteasa
alcalina denominada subtilisina (AprE) y la proteasa neutra (NprE), asi como sus
aplicaciones comerciales 2 %, Estos microrganismos productores de celulosas y
proteasas juegan un significante rol en la descomposicion de materia organica y
mineralizacion de nutrientes. Las proteasas tienen un papel importante dentro del
proceso antagonico de los organismos, ya que se ha observado que podria estar
involucradas dentro del proceso de patogenicidad hacialos insectos. Laimportancia
de estas caracteristicas implica que estos microrgani smos sean potenciales para el uso

como biofertilizantes para el rendimiento del cultivo *.

De las 34 cepas, todos mostraron actividad enzimética de proteasas, esta
seleccion se baso en un andlisis semicuantitativo, y se cuantificd 9 cultivos en base
a los mayores diametros del halo de protedlisis; para la produccion de la actividad
proteolitica se utilizd e método de Lowry, los valores oscilan entre 0.03 a 0.06

Unidades de Proteinal mL de Preparado Enzimatico.

La importancia de esta cepa es que las proteasas alcalinas junto con otras
enzimas que son secretadas al medio son producidas cuando € microorganismo se
encuentraen lafase exponencia del crecimiento y empiezan a disminuir después de
Ilegar aun maximo, lo cual sucede poco después de que el microorganismo llegaasu
fase de crecimiento estable, después de lacua este comenzara a esporular por tanto
de estaformase induce ague el microorganismo se mantenga en lafase de produccion

de exoenzimas L.
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Las bacterias pertenecientes al género  Bacillus estan ampliamente
distribuidas en la naturaleza 'y son facilmente aisladas desde suelo y restos de materia
organica, especiadmente en la rizésfera donde se encuentra un gran nimero de

vitaminas, aminoécidosy carbohidratos .
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V. CONCLUSIONES

1. Se cuantifico la produccion de amilasas de 11 cepas de Bacillus seleccionadas a
partir de 34 cultivos aislados de suelos de la Universidad Nacional Trujilles,
cuyos valores de su actividad enzimética oscilan entre 0.4 a 2.7 x10 Unidades

Street Close/ 100 mL de Preparado Enzimati co.

2. Se cuantifico la produccion de proteasas de 09 cepas de Bacillus sel eccionadas
a partir de 34 cultivos aislados de suelos de la Universidad Naciona Trujiller,
cuyos valores de su actividad enzimética oscilan entre 0.03 a 0.06 Unidades de

Proteina/ mL de Preparado Enzimatico.
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VI. RECOMENDACIONES

1. Continuar estudios posteriores a los cultivos ya caracterizados, verificados
y cuantificados que dichas cepas tengan efectos benéficos parapoder obtener
consorcios microbianos para ser utilizados en cultivos agricolas con la

finalidad de megjorar la produccion y rentabilidad.

2. Redlizar pruebas de produccion de quitinasas y otras enzimas a las cepas

estudiadas, paratener un andlisis completo de produccion de enzimas.
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ANEXOS
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Anexo 01. Andlisis bioinformético de las secuencias, por € programa Blast
nucleotide de 34 cepas de Bacillus spp aislados de suelos de la Ciudad

Universitariade Universidad Nacional Trujillo, La Libertad-Peru.

dentidad  OUErY

N®  Cadigo Nombre Cover Genbank
. O N
I T4AV Bacillus flexus strain AMY 2.1.3.1 98 ik KT718914.1
2 124V Bacillus sp. strain BAB-2926 19 100 KXa4894E.1
3 T7AV Bacillus subtilis strain FD e 100 Kynooaia.l
4 TITAL Facillus megateriymstrain [HB B 7046 93 100 KJ721207.1
o T25AL Bradyrhizobiaceae bacterium S18 84 4a EUI77515.1
B TIAV Bacillus megaterium strain HB B 7046 19 100 KJ721207 |
1 122V Bacillus subtilis strain AER314-2 g7 ik KRAG7341.1
8 T28L Bradyrizabiymsp. Strain LMB 8l Ta KC236689.1
g T3V Bacillus thuringiensis strain RBM04 g7 100 KX29821.1
0 TBAV Faciflus megateriumstrain L283 99 100 EU221414.1
Il 1211 Bacillus subtilis strain BAB-2936 98 84 KX890471.1
12 T20AV Bacillus megaterivm strain SDI5 il 92 KP795827.1
3 TI3AV Lysinibacillus fusiformis strain IHB B 6ala 39 100 KF47a8al.l
14 TV Facillus thuringiensis strain B20 97 99 KT254134.1
1 T3l Facillus sp. BOTT 88 98 KX774628.1
B T28AV Bacillus lizheniformis strain CRRI-HN-2 19 100 JORY5524.1
17 T7L Facillus megaterivmstrain Y12 93 4a KXadzG602.|
8  TIOAV Bacillus sp. S20414 96 94 KF356586.1
9 TZBAV Barillus megaterivm strain KUDCIT20 96 100 KC414700.1
200 T2V Bacillus cereus SAD - 03 o 100 LC1a0332.1
21 TaL Bacillss sp. NNRZ 92 9a KTR35847.1
27 TIN Bacillus sp. 13 83 93 EUZ36734.1
23 TIBAV Bacillus aerius strain YM-16 19 100 KXB34837.1
24 TI2AV Bacillss sp. BAB-4186 g7 100 KJ734158.1
20 THAL Faciflus sp. strain TT19 87 14 JNI7aZ36.1
268 TIal Bacillus sp. IM-2 96 g9 KFS43101.1
27 TIAV Faciflus megateriymstrain IHB 16671 99 100 KUBOaZ234.1
28  T3AV Faciflus megateriymstrain SD1a 99 100 KF8a312L.I
29  TaNv Lysinibacillus sp. $81.22 19 100 KCIBOR5E.1
30 TI4AL Bacillus megaterivm strain SHl 96 g9 GUY98814.1
31 T24AV Bacillss sp. strain BAR - BOII 9a 3 KX897176.1
32 T28AV Bacils sp. 2008723472 19 100 KTZa4138.1
33 T8AV Bacillus sp. B29(2012b) o 100 KX38BEIL.I
34 TI9AV Bacillss sp. strain 2008723338 96 100 LNBI0196.1
27
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Anexo 02. Cepas de Bacillus spp. aislados de suelos de la Ciudad

Universitaria de la Universidad Nacional de Trujillo, La

Libertad — Per, conservados en glicerol a 10 %.
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Anexo 03. Observacién microscopica a 1000 A de Bacillus sp. NRR2 en
coloraciéon Gram (a) y coloracion Wirtz (b) a partir de colonias

en agar amidén enriquecido con extracto de levadura al 0.3%.
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Anexo 04. Evauacion semicuantitativa de la produccion de proteasas por

BacillusAMY _2.1.3.1y IHB B 6505 en Agar Leche (@) y de
amilasas en Agar Almidon enriquecido con Extracto de

Levadura (b), incubados durante 48 horas a 30°C.
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Anexo 05. Curva de calibracion para cuantificar la actividad
enzimética de amilasas por e Método Street Close

modificado.
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Anexo 06. Curvade calibracién para cuantificar la actividad enzimética

de amilasas por el Método Street Close modificado.
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11y

Anexo 07. Curvade caibracion para cuantificar la actividad

enzimatica de proteasas por € Método de Lowry.
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Anexo 08. Curva de calibracion para cuantificacion de la actividad

enzimética de proteasas por € Método de Lowry.
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