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RESUMEN

En la presente investigación se cuantificó la producción de amilasas y proteasas

de 34 cultivos de Bacillus aislados de suelos de la Universidad Nacional de Trujillo

mediante la actividad enzimática. Para ello se reactivó y verificó la pureza de los cultivos

conservados en glicerol al 10%. Posteriormente se seleccionaron las bacterias productoras

de amilasas en Agar Almidón y de proteasas en Agar Leche. De los cultivos seleccionados

se prepararon los inóculos, que fueron sembrados en Caldo Almidón para la producción

de amilasas y en Caldo Caseína, para la producción de proteasas. Después de 48 horas se

extrajeron los Preparados Enzimáticos (PE) mediante centrifugación a 4°C, 5 000 rpm

por 10 minuto. La actividad enzimática de las amilasas se cuantificó mediante el método

de Street Close modificado y las proteasas mediante la degradación de caseína. De los 34

cultivos, 11 produjeron amilasas y 9 proteasas. Se concluye, que la actividad enzimática

de las amilasas producidas por las 11 cepas de Bacillus seleccionadas, oscilan entre 0.4 a

2.7 x10-2 Unidades Street Close/100 mL de Preparado Enzimático; y la actividad

enzimática de las proteasas de las 09 cepas de Bacillus seleccionadas, oscilan entre, 0.03

a 0.06 Unidades de Proteína/mL de Preparado Enzimático.
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1

I. INTRODUCCIÓN

Las amilasas y proteasas son enzimas hidrolíticas de importancia industrial; su

aplicación está dada en la producción de jarabes y en el caso de proteasas en la elaboración

de productos de limpieza, procesamiento de alimentos, entre otros. Entre los

microorganismos productores destacan las bacterias como el 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 1.

Bacillus thuringiensis, además de esporas presenta cristales paraesporales

bipiramidales durante la esporulación 1. La mayoría de sus especies de Bacillus son

mesófilas siendo su temperatura óptima de crecimiento entre 30°C y 45°C, sin embargo,

algunos son termófilos con temperatura óptima de 65°C; otros son psicrófilos, capaces de

crecer y esporular a 0°C 2. Este es un género que incluye más de 60 especies, la morfología

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 3.

Sus células vegetativas se dividen por fisión binaria y frecuentemente forman

cadenas. Tienen la capacidad de fermentar la glucosa, fructosa, trehalosa, maltosa y

ribosa, y de hidrolizar la gelatina, almidón, glucógeno y n-acetil-glucosamina 4, 5. El

tamaño de sus células varía entre 0,5 a 2,5 µm de diámetro x 1,2-10 µm de longitud 3.

El género Bacillus se constituye en uno de los géneros más comunes de bacterias

de vida libre presentes en el suelo por lo que es considerado su hábitat primario y gracias

a su potencial de producir endosporas, facilita la posibilidad de aislarlos y mantenerlos
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2

en cultivos en el laboratorio. Estas bacterias han demostrado tener una amplia distribución

en todas las regiones geográficas del planeta, alcanzando alrededor del 24% del total de

bacterias aisladas en el suelo 6, 7. En relación al valor de pH, algunas de sus especies

crecen a pH ácidos, otros a pH neutros y otros a pH alcalinos; los microorganismos

bacilares alcalófilos viven en ambientes con valores de pH encima de 9 8.

En diversos estudios se ha detectado que especies del género Bacillus producen

enzimas hidrolíticas de relevancia económica como amilasas, proteasas y quitinasas, lo

cual ha permitido su aplicación en diversas industrias y en control biológico 7. Una de las

enzimas que se explotan a nivel industrial, son las amilasas. Estas enzimas son de tres

tipos: alfa, beta y gamma amilasa, cada una de ellas hidroliza el almidón 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 9.

Las α-amilasas son enzimas que catalizan la hidrólisis de enlaces glucosídicos α

(1,4), presentes en el almidón, glicógeno fosforilazas y otros polisacáridos10. Si se

considera desde el punto de vista industrial, las amilasas extracelulares y de origen

microbiano son las más ventajosas 9.

En relación al almidón, este polímero está compuesto por: la amilosa, que

presenta únicamente enlaces α (1,4) y la amilopectina, que adicional a los enlaces α (1,

4), posee sitios de ramificación α 1, 6. Si bien un producto comercial está integrado por

una mezcla de enzimas diferentes, los dos grupos de enzimas amilolíticas más

importantes están representados por la alfa- amilasa y β- amilasa 11, 12. La industria del

almidón es una de las principales usuarias de amilasas para la hidrólisis y modificación
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3

de esta materia prima con el fin de obtener glucosa, maltosa y oligosacáridos, que pueden

ser convertidos en jarabes de fructosa y dextrosa. La glucosa obtenida, también puede ser

fermentada para producir etanol, aminoácidos y ácidos orgánicos 10.

Generalmente, los niveles de expresión enzimática en los microorganismos son

bajos, por lo que es necesario incrementarlos para su producción a nivel industrial. El

crecimiento del microorganismo y la expresión enzimática están fuertemente

influenciados por la composición del medio de cultivo, principalmente por la fuente de

carbono y nitrógeno. En el caso de las amilasas de Bacillus spp. el uso de fuentes de

nitrógeno orgánicas como extracto de levadura, peptona y triptona es determinante para

aumentar su producción 12.

Debido a la creciente demanda de amilasas a nivel industrial, es muy importante

el aislamiento, la selección y cuantificación de nuevas cepas bacterianas con capacidad

de producir enzimas con actividad amilolíticas y que posean propiedades diferentes o

únicas de nichos ecológicos poco explorados.

Existen estudios que señalan al género Bacillus con un gran potencial en la

producción de proteasas y quitinasas; estas han sido aisladas de suelos alcalinos, y de

residuos quitino-proteicos como caparazón de camarón. Las proteasas podrían jugar un

papel dentro del proceso antagónico de los organismos, ya que se ha observado que

podrían estar involucradas dentro del proceso de patogenicidad de hongos hacia insectos

7. Las proteasas son enzimas que catalizan la hidrólisis de los enlaces peptídicos de las

proteínas, tienen un rol fisiológico e industrial 13.
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4

Las proteasas son endopeptidasas que actúan sobre las proteínas hidrolizando

enlaces peptídicos; estas pueden ser: metaloproteasas que trabajan a pH óptimo de 7,0;

estearasas, enzimas con alta actividad esterolítica y baja actividad proteolítica y serin-

proteasas (proteasas alcalinas), que tienen residuo serina en/o cerca al sitio activo 14. Entre

las serinproteasas se encuentra un grupo de enzimas llamadas comúnmente proteasas

alcalinas o subtilisinas que son un grupo fisiológica y comercialmente importante

utilizadas primordialmente como aditivos para jabones y detergentes, el curtido de pieles,

así como en diversas industrias, como la tenería y textiles, en recuperación de plata en

placas de rayos X y tratamiento de aguas. Tienen un rol catalítico muy importante en la

hidrólisis de proteínas 14.

Las proteasas producidas por hongos tienen un pH óptimo dentro del rango ácido

(pH 2-6) mientras que la mayoría de las proteasas de origen bacteriano tienen un pH

óptimo alcalino (pH 8-11) 15. Desde 1967 se conoce que las cepas de Bacillus que crecen

a pH por encima de 10, sintetizan proteasas que presentan actividad hasta un valor de pH

de 12 con puntos isoeléctricos extremadamente básicos; son activas a temperaturas

relativamente altas 16.

Las proteasas obtenidas a partir de bacterias del género Bacillus representan las

de mayor importancia en la biotecnología 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 17.
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5

Sernaqué (2016) aisló a partir de suelos agrícolas y no agrícolas de la Ciudad

Universitaria de la Universidad Nacional de Trujillo, 90 cultivos que fueron identificados

molecularmente como del género Bacillus, de los cuales seleccionó

semicuantitativamente 34 cepas productoras de proteasas utilizando Agar Leche al 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 investigación, de

las 34 cepas, se seleccionaron las productoras de amilasas y proteasas en medio sólido y

se cuantificaron sus actividades enzimáticas correspondientes.

OBJETIVOS

1. Cuantificar la producción de amilasas, mediante la actividad enzimática, de Bacillus

spp. seleccionados a partir de 34 cultivos aislados de suelos de la Ciudad

Universitaria de la Universidad Nacional Trujillo, La Libertad-Perú.

2. Cuantificar la producción de proteasas, mediante la actividad enzimática, de Bacillus

spp. seleccionados a partir de 34 cultivos aislados de suelos de la Ciudad

Universitaria de la Universidad Nacional Trujillo, La Libertad-Perú.
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II. MATERIAL Y MÉTODOS

1. MATERIAL

1.1 Material biológico

34 cepas de Bacillus spp aislados de suelos agrícolas y no agrícolas de la

Ciudad Universidad de la Universidad Nacional de Trujillo, La Libertad – Perú,

2016, proporcionado por el Laboratorio de Microbiología Industrial, de la

Universidad Nacional de Trujillo (Anexo 01).

1.2 Medio de cultivo 18

ˍ Agar Almidón (AA)

ˍ Agar Almidón Extracto de Levadura al 0.3% (AAEL)

ˍ Agar Nutritivo Extracto de Levadura al 0.3% (ANEL)

ˍ Agar Leche al 5 % (AL)

ˍ Caldo Almidón Extracto de Levadura al 0.3% (CAEL)

ˍ Caldo Caseína (CC)

2. MÉTODOS

2.1 Selección de bacterias productoras de amilasas

2.1.1 Reactivación y verificación de pureza de Bacillus spp.

Las 34 cepas de Bacillus spp conservadas en glicerol al 10 %, 19 (Anexo

02) fueron reactivadas en CNEL al0.3% e incubadas a 30°C durante 24
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7

horas. La pureza y sus características macro y micro morfológicas propias

del género se verificaron mediante siembra en placas conteniendo ANEL

y la incubación se realizó a 30°C durante 48 horas.

Cumplido el tiempo de incubación se observó la uniformidad de la

morfología de las colonias. La pureza se verificó mediante coloración de

Gram y la presencia de espora mediante la coloración de Wirtz 20(Anexo

03). Confirmanda la pureza de cada cepa se sembró en frascos conteniendo

AA; después de la incubación se conservaron en refrigeración hasta el

momento de la selección.

2.1.2 Selección de bacterias productoras de amilasas 21

Cada cepa se sembró, por puntura, en tres placas conteniendo AAEL y se

incubaron por 48 horas a 30°C, observando el crecimiento a partir de las

20 horas.

Transcurridas las 48 horas, se adicionó solución yodada en toda la

superficie de la placa y se dejó en reposo durante 2 minutos, luego se

medió el diámetro del halo de hidrólisis de almidón y el diámetro de la

colonia 22. En las colonias que presentaron formas irregulares, se

realizaron varias mediciones con la finalidad de sacar el promedio

correspondiente (Anexo 04.b).

Se seleccionaron las colonias que presentaron los mayores halos de

hidrólisis de almidón y se sembraron en frascos conteniendo AA; luego de
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8

la incubación a 30°C se conservaron a 10°C hasta cuantificar la actividad

enzimática de las cepas de Bacillus seleccionadas.

2.1.3 Cuantificación de la actividad enzimática de amilasas producida por

Bacillus spp.

 Preparación del inóculo. Cada cultivo puro de Bacillus spp.

seleccionado en la etapa anterior, se sembró en un matraz conteniendo

30 mL de CA-EL19 y se incubó durante 8 a 12 horas a 0.5 vvm de

aireación (Anexo 05). Luego, se centrifugó en microviales a 4000 rpm

a 4°C durante 10 minutos; se eliminó el sobrenadante y el “pellet” se

resuspendió con solución salina fisiológica estéril (SSFE). La

suspensión microbiana se estandarizó a 0.26 de absorbancia a 660 nm.

 Inoculación y cultivo de Bacillus spp. para la producción de

amilasas. Del inóculo estandarizado, se adicionó 2 mL a cada uno de

tres matraces conteniendo 20 mL de CA-EL, se mezcló e incubó en

aireación constante (0.5vvm) a 30°C durante 24 a 48 horas. El

almidón residual se evaluó adicionando en una lámina portaobjetos

una gota del CAEL y solución yodada; esta evaluación se realizó cada

8 horas.

 Obtención de preparado enzimático (PE). Cuando todo el almidón

se hidrolizó se colocó los medios de cultivo a 4°C hasta el momento

de ser evaluados.  Con el preparado enzimático anteriormente

conservados se centrifugó, entre 0 y 4°C, a 5 000 rpm durante 10

minutos; el sobrenadante se recolectó en microviales estériles
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debidamente rotulados. Se conservaron en refrigeración a 4°C hasta

cuantificar su actividad enzimática (Anexo 06.a).

 Cuantificación de las amilasas, producidas por Bacillus spp. La

actividad enzimática se medió mediante el método de Street Close

modificado 23. Una unidad de enzima equivale a una unidad de Street

Close (USC), que es la cantidad de enzima que hidrolizó 20 mg de

almidón en 15 minutos a 37°C y a pH 7.1 (Anexo 07 y 08).

2.2 Cuantificación de la actividad enzimática de proteasas producida por

Bacillus spp.

Se realizó una verificación para la determinación semicuantitativa utilizando

AL al 5% (Anexo 04.a). La proteólisis se evidenció por halos claros

transparentes alrededor de las colonias y se seleccionaron las colonias que

presentaron los mayores halos de hidrólisis de proteasas 22 y se sembraron en

frascos conteniendo AL; luego de la incubación a 30°C se conservaron a 10°C

hasta cuantificar la actividad enzimática de las cepas de Bacillus seleccionadas.

El inóculo preparado en el punto 2.1.3 se utilizó en esta etapa experimental

(Anexo 06.b).

 Inoculación y cultivo de Bacillus spp. para la producción de proteasas.

Las 34 cepas de Bacillus spp. utilizadas en esta investigación, fueron en

trabajos previos evaluados y se confirmaron la presencia de actividad

proteolítica, se sembró 2 mL a cada uno de tres matraces conteniendo 20

mL de CC 18, se mezcló e incubó en aireación constante (0.5 vvm) a 30°C
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durante 48 horas. Cumpliendo el tiempo de incubación se procedió 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 refrigeración a 4° C hasta evaluar la actividad enzimática.

 Cuantificación de las proteasas, producidas por Bacillus spp. De las

cepas seleccionadas se evaluó cuantitativamente la producción de proteasas

empleando el método de Lowry 24 a partir de un preparado enzimático de

los cultivos puros replicados (Anexo 09 y 10).

Una unidad de proteasa es la cantidad de enzima que hidrolizó 20 mg de

caseína en 15 minutos a 37°C y a pH 7.1.

2.3 Análisis estadístico de los datos

Los datos de actividad enzimática para amilasas y proteasas fueron presentados

en tablas tanto para la selección como para la cuantificación, y los resultados de

producción de amilasas y proteasas serán sometidos a análisis estadístico t

“student” para hallar la diferencia significativa, con un nivel de significancia de

0.05%.
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III. RESULTADOS

En la Tabla 01 se observa el análisis semicuantitativo; los halos de hidrólisis

de almidón de 34 cepas de Bacillus spp. aislados de suelos de la Ciudad Universitaria de

la Universidad Nacional de Trujillo, La Libertad-Perú. Los valores de los halos de

hidrólisis de almidón oscilan entre 0.6 y 25 mm. De los cuales 11 cepas mostraron

mayores halos de hidrólisis de almidón evidenciado en AAEL al 0.3%; estos valores

oscilan entre 13.3 y 25 mm.

En la Tabla 02 se observa el análisis semicuantitativo; los halos de hidrólisis

de caseína de 34 cepas de Bacillus spp. aislados de suelos de la Ciudad Universitaria de

la Universidad Nacional de Trujillo, La Libertad-Perú. Los valores de los halos de

hidrólisis de proteasas oscilan entre 0.9 y 19 mm. De los cuales 09 cepas mostraron

mayores halos de hidrólisis de proteasas evidenciado en AL al 5%; estos valores oscilan

entre 15 y 19 mm.

En la Tabla 03 se muestra la actividad enzimática 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-Perú. Los valores oscilan de 0.4 a 2.7 USC/ 100 mL de

PE (x 10-2), se trabajó con el método Street Close modificado.

En la Tabla 04 se muestra la actividad enzimática 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-Perú. Los valores oscilan de 0.03 a 0.06 UP/ mL de PE,

se empleó el método de Lowry.
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Tabla 01. Halo de hidrólisis de almidón de 34 cepas de Bacillus spp. aislados de suelos

de la Ciudad Universitaria de la Universidad Nacional de Trujillo, La Libertad-

Perú.

*:  Cepas productoras de amilasas seleccionadas en Agar Almidón enriquecido con Extracto
de Levadura al 0.3%.

N° Nombre
Diámetro del

Halo de Hidrólisis
(mm)

1 Bacillus flexus AMY_2.1.3.1 * 16.7
2 Bacillus sp. BAB-5926 12.0
3 Bacillus subtilis FD 11.4

4 Bacillus megaterium IHB B 7046 11.7
5 Bradyrhizobiaceae bacterium S28 06.3
6 Bacillus megaterium IHB B 7046 * 13.3

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 fusiformis IHB B 6505 * 14.3
14 Bacillus thuringiensis B20 11.3
15 Bacillus sp. 6077 10.0

16 Bacillus licheniformis CRRI-HN-2 * 13.3
17 Bacillus megaterium Y12 * 13.7
18 Bacillus sp. S20414 10.6

19 Bacillus megaterium KUDC1720 00.7
20 Bacillus cereus SAD – 05 * 17.4
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 Bacillus sp. TT19 06.7
26 Bacillus sp. OM-2 * 18.0
27 Bacillus megaterium IHB 16671 * 13.3

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
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Tabla 02. Halo de hidrólisis de caseína de 34 cepas de Bacillus spp. aislados de suelos de

la Ciudad Universitaria de la Universidad Nacional de Trujillo, La Libertad-

Perú.

*:  Cepas productoras de proteasas seleccionadas en Agar Leche al 5 %.

N° Nombre
Diámetro del

Neto de Hidrólisis
(mm)

1 Bacillus flexus AMY_2.1.3.1 11.3
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 13.3
8 Bradyrhizobium sp. LM6 12.4
9 Bacillus thuringiensis RBM04 * 17.1
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 14.4
17 Bacillus megaterium Y12 13.3
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 14.4
23 Bacillus aerius YM-16 13.4
24 Bacillus sp. BAB-4186 14.3
25 Bacillus sp. 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 01.4
33 Bacillus sp. B29(2012b) 03.3
34 Bacillus sp. 2008723338 01.7
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Tabla 03. Actividad enzimática 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-Perú.

La actividad enzimática fue evaluada por el método de Street-Close (USC) modificado.

N° Nombre
USC*/100 mL
de PE (x 10-2)

1 Bacillus flexus AMY_2.1.3.1 2.4

6 Bacillus megaterium IHB B 7046 2.0

9 Bacillus thuringiensis RBM04 0.4

11 Bacillus subtilis BAB-2936 2.7

13 Lysinibacillus fusiformis IHB B 6505 0.4

16 Bacillus licheniformis CRRI-HN-2 0.7

17 Bacillus megaterium Y12 0.7

20 Bacillus cereus SAD - 05 0.4

21 Bacillus sp. NNR2 0.4

26 Bacillus sp. OM-2 1.8

27 Bacillus megaterium IHB 16671 0.6
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Tabla 04. Actividad enzimática 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-Perú.

La actividad enzimática fue evaluada por el método de Lowry.

N° Nombre
UP/mL
de PE

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
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IV. DISCUSIÓN

La degradación enzimática del almidón por acción de la amilasa a escala

industrial, ha sido practicada por muchos años y ha reemplazado considerablemente

los procesos tradicionales de catálisis ácida 25. La producción de amilasas en el género

Bacillus está relacionada con la complejidad, naturaleza y concentración de la fuente

de nitrógeno, regulándola de manera positiva o negativa. Las fuentes de nitrógeno

complejas más estudiadas para la producción de α- amilasas en especies de Bacillus

son extracto de levadura y peptona 26, que han sido utilizadas en esta investigación.

De las 34 cepas, 11 cepas se seleccionaron y se cuantificaron tomando en

cuenta el análisis semicuantitativo al cual se sometió y la evaluación del almidón

residual dentro de las 24 horas. Por otra parte, en un proceso para la producción de

enzimas por fermentación es necesario tener en cuenta el fenómeno de inducción y

represión catabólica. Muchas enzimas son producidas en cantidades, solo en presencia

de inductores específicos 27.

La beta-amilasa y alfa- amilasa resultan ser las más utilizadas en la industria

del papel y de la alimentación; ambas se encuentran en vegetales y las alfa- amilasas

en microorganismos donde su acción es similar. Dichas enzimas hidrolizan los

enlaces alfa 1-4 glucosídicos de la molécula de amilosa y amilopectina,

produciéndose dextrinas, maltosa y glucosa, como productos 28. Para la producción

de la actividad amilolítica se definió la unidad de enzima equivalente a una unidad de

Street Close; los valores oscilan entre 0.4 a 2.7 x10-2 Unidades Street Close/ 100 mL

de Preparado Enzimático.
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Las proteasas representan la clase de enzimas que ocupan una posición

esencial con respecto a sus funciones fisiológicas, las mayoritarias son la proteasa

alcalina denominada subtilisina (AprE) y la proteasa neutra (NprE), así como sus

aplicaciones comerciales 29, 32. Estos microrganismos productores de celulosas y

proteasas juegan un significante rol en la descomposición de materia orgánica y

mineralización de nutrientes. Las proteasas tienen un papel importante dentro del

proceso antagónico de los organismos, ya que se ha observado que podría estar

involucradas dentro del proceso de patogenicidad hacia los insectos. La importancia

de estas características implica que estos microrganismos sean potenciales para el uso

como biofertilizantes para el rendimiento del cultivo 30.

De las 34 cepas, todos mostraron actividad enzimática de proteasas; esta

selección se basó en un análisis semicuantitativo, y se cuantificó 9 cultivos   en base

a los mayores diámetros del halo de proteólisis; para la producción de la actividad

proteolítica se utilizó el método de Lowry, los valores oscilan entre 0.03 a 0.06

Unidades de Proteína/ mL de Preparado Enzimático.

La importancia de esta cepa es que las proteasas alcalinas junto con otras

enzimas que son secretadas al medio son producidas cuando el microorganismo se

encuentra en la fase exponencial del crecimiento  y  empiezan a disminuir después de

llegar a un máximo, lo cual sucede poco después de que el microorganismo llega a su

fase  de crecimiento estable, después de la cual este comenzara a esporular por  tanto

de esta forma se induce a que el microorganismo se mantenga en la fase de producción

de exoenzimas 31.
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Las     bacterias pertenecientes al género Bacillus están ampliamente

distribuidas en la naturaleza y son fácilmente aisladas desde suelo y restos de materia

orgánica, especialmente en la rizósfera donde se encuentra un gran número de

vitaminas, aminoácidos y carbohidratos 30.
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V. CONCLUSIONES

1. Se cuantificó la producción de amilasas de 11 cepas de Bacillus seleccionadas a

partir de 34 cultivos aislados de suelos de la Universidad Nacional Trujillo,

cuyos valores de su actividad enzimática oscilan entre 0.4 a 2.7 x10-2 Unidades

Street Close/ 100 mL de Preparado Enzimático.

2. Se cuantificó la producción de proteasas de 09 cepas de Bacillus seleccionadas

a partir de 34 cultivos aislados de suelos de la Universidad Nacional Trujillo,

cuyos valores de su actividad enzimática oscilan entre 0.03 a 0.06 Unidades de

Proteína/ mL de Preparado Enzimático.

Biblioteca Digital - Direccion de Sistemas de Informática y Comunicación - Universidad Nacional de Trujillo

Esta obra ha sido publicada bajo la licencia Creative Commons Reconocimiento-No comercial-Compartir bajo la misma licencia 
2.5 Perú. Para ver una copia de dicha licencia, visite http://creativecommons.org/licenses/by-ns-sa/2.5/pe/ . No olvide citar esta tesis.

BIB
LIO

TE
CA D

E C
IE

NCIA
S B

IO
LO

GIC
AS



20

VI. RECOMENDACIONES

1. Continuar estudios posteriores a los cultivos ya caracterizados, verificados

y cuantificados que dichas cepas tengan efectos benéficos para poder obtener

consorcios microbianos para ser utilizados en cultivos agrícolas con la

finalidad de mejorar la producción y rentabilidad.

2. Realizar pruebas de producción de quitinasas y otras enzimas a las cepas

estudiadas, para tener un análisis completo de producción de enzimas.
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ANEXOS
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Anexo 01. Análisis bioinformático de las secuencias, por el programa Blast

nucleotide de 34 cepas de Bacillus spp aislados de suelos de la Ciudad

Universitaria de Universidad Nacional Trujillo, La Libertad-Perú.

N° Código Nombre Identidad
(%)

Query
Cover
(%)

Genbank

1 T 4AV Bacillus flexus strain AMY_2.1.3.1 98 99 KT719914.1
2 T 25V Bacillus sp. strain BAB-5926 99 100 KX548946.1
3 T 7AV Bacillus subtilis strain FD 99 100 KY000519.1
4 T 17AL Bacillus megaterium strain IHB B 7046 93 100 KJ721207.1
5 T 25AL Bradyrhizobiaceae bacterium S28 84 45 EU177515.1
6 T 1AV Bacillus megaterium strain IHB B 7046 99 100 KJ721207.1
7 T 22V Bacillus subtilis strain AER314-2 97 99 KR967391.1
8 T 28L Bradyrhizobium sp. Strain LM6 81 75 KC236689.1
9 T 31AV Bacillus thuringiensis strain RBM04 97 100 KX529821.1
10 T 6AV Bacillus megaterium strain L2S3 99 100 EU221414.1
11 T 27L Bacillus subtilis strain BAB-2936 98 89 KX890471.1
12 T 20AV Bacillus megaterium strain SD15 91 92 KP795827.1
13 T 13AV Lysinibacillus fusiformis strain IHB B 6505 99 100 KF475851.1
14 T 1V Bacillus thuringiensis strain B20 97 99 KT254134.1
15 T 3L Bacillus sp. 6077 88 98 KX774628.1
16 T 29AV Bacillus licheniformis strain CRRI-HN-2 99 100 JQ695929.1
17 T 7 L Bacillus megaterium strain Y12 93 45 KX592602.1
18 T 10AV Bacillus sp. S20414 96 95 KF956586.1
19 T 26AV Bacillus megaterium strain KUDC1720 96 100 KC414700.1
20 T 2 V Bacillus cereus SAD - 05 100 100 LC150332.1
21 T 9L Bacillus sp. NNR2 92 95 KT895857.1
22 T 12V Bacillus sp. Z3 83 93 EU236735.1
23 T 18AV Bacillus aerius strain YM-16 99 100 KX834837.1
24 T 12AV Bacillus sp. BAB-4186 97 100 KJ794158.1
25 T 9AL Bacillus sp. strain TT19 87 74 JN975236.1
26 T 15L Bacillus sp. OM-2 96 99 KFS43101.1
27 T 11AV Bacillus megaterium strain IHB 16671 99 100 KU605234.1
28 T 3AV Bacillus megaterium strain SD15 99 100 KF853121.1
29 T 5AV Lysinibacillus sp. SS1.22 99 100 KC160856.1
30 T 14AL Bacillus megaterium strain S111 96 99 GU998814.1
31 T 24AV Bacillus sp. strain BAB - 6011 95 99 KX897176.1
32 T 28AV Bacillus sp. 2008723472 99 100 KT254138.1
33 T 8AV Bacillus sp. B29(2012b) 100 100 KX986611.1
34 T 19AV Bacillus sp. strain 2008723338 96 100 LN890196.1
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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 – Perú, conservados en glicerol al 10 %.
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Anexo 03. Observación microscópica a 1000 A de Bacillus sp. NRR2 en

coloración Gram (a) y coloración Wirtz (b) a partir de colonias

en agar almidón enriquecido con extracto de levadura al 0.3%.

(a)

(b)

(b)
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Anexo 04. Evaluación semicuantitativa de la producción de proteasas por

Bacillus AMY_2.1.3.1 y IHB B 6505 en Agar Leche (a) y de

amilasas en Agar Almidón enriquecido con Extracto de

Levadura (b), incubados durante 48 horas a 30°C.

(a) (b)
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Anexo 05. Curva de calibración para cuantificar la actividad

enzimática de amilasas por el Método Street Close

modificado.
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Anexo 06. Curva de calibración para cuantificar la actividad enzimática

de amilasas por el Método Street Close modificado.
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Anexo 07. Curva de calibración para cuantificar la actividad

enzimática de proteasas por el Método de Lowry.
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Anexo 08. Curva de calibración para cuantificación de la actividad

enzimática de proteasas por el Método de Lowry.
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