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RESUMEN 

En la presente investigación se aisló una bacteria termófila productora de enzima amilasa, de los géiseres de Calientes, Candarave (Tacna 
—Perú), la cual por análisis de la secuencia del gen ARNr 16S presentó un 99 %de identidad con Bocillus licheniformis. Para determinar la 
capacidad amilatica se evaluó en medio sólido presentando un halo de hidrólisis de 29,5 mm de diámetro a las 72 horas. En la evalua-
ción de la producción de amilasa se obtuvo una concentración máxima de 1410,57 pg/mL de azúcares reductores a inicios de la fase 
estacionaria a 54,6 horas de incubación a 60 °C y pH 7. El extracto amilolítico tuvo un grado de purificación de 2,3 veces con sulfato de 
amonio, actuando a una temperatura óptima de 58 °C con una actividad de 10,7 U/ml ya un pH óptimo de 6,7 con una actividad de 8,3 
U/mL, además la velocidad máxima (Vm) fue de 229,5 pg de almidón hidrohzado por ml de enzima por minuto y el valor de la constante 
de Michaelis (Km)  fue de 8,7 mg de almidón por mide enzima. 

Palabras clave: amilasa, Bacillus lichenalarmis, géiser. 

ABSTRACT 

In this research was isolated a thermophilic bacteria that producing amylase enzyme of Calientes geysers (Tacna- Peru), which by 
sequence analysis of 16S rRNA gene it showed 99% identity with Saciáis ficheniformia To determine the amylolytic capacity was evalu-
ated on salid medium presenting a halo of hydrolysis of 29,5 mm diameter at 72 hours. In the evaluafion of amylase production was 
obtained maxirnum concentration oí 1410,57 mg/mL of reducing sugars in early stafionary phase to 54,6 hours of incubation at 60 ° C 
and pH 7. The amylolytic extract had a purification degree of 2,3 fold with ammonium sulphate, acting at an optimum temperature of 58 
°C with an activity of 10,7 U / rnli and a optimum pH of 6,7 with an activity of 8,3 U / mL, also the maximum speed (Vm) was 229,5 mg of 
hydrolyzed starch per mL of enzyme per minuta and the value of the Michaehs constará (Km) was 8,7 mg of starch per ml of enzyme. 

Keywords: amylase, Bacillus licheniformis, geyser. 

INTRODUCCIÓN 

La enzima amilasa ha recibido gran cantidad de aten-
ción a nivel mundial. Los microorganismos que pueden pro-
ducir antas tienen aplicación comercial en industrias almi-
doneras, de alimento, textiles, detergentes, drogas, productos 
farmacéuticos, elaboración de cerveza y finos productos 
químicos (Annamalai et ag 2011; Fooladi & Sajjadian, 2010). 
Las industrias almidoneras requieren enzimas con resistencia 
a alta temperatura, para la licuefacción del almidón (Asgher 
61,2006, Ponce &Pérez, 2002). 

Las amilasas son enzimas intra o extraceltdares que 
promueven la hidrólisis de enlaces glucosídicos presentes en 
el almidón, glucógeno y otros polisacáridos (Van da Maarel 
et al, 2002.) 

Las amilasas con resistencia a las temperaturas eleva-
das son de importancia industrial y biotecnológica, es por 
ello que el presente trabajo tiene como objetivo principal 
caracterizar enzimáticamente la amilasa de la bacteria termó-
fda Bacilltis lichentfointrBA-3 aislada de los géiseres de Calen-
tes-Candarave, Tacna-Perú. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 	 tampón de NaOH (pH 9) y 1 % de almidón soluble como 
sustrato a 60 °C. 

Aislamiento y actividad enzimática en medio sólido 
Batillus licher4formis BA-3 pertenece al Cepario del 

Laboratorio de Bioquímica y Nutrición de la UNJBG y fue 
aislada del campo geotermal de Calientes-Candarave ubica-
do a AMO msnm, al occidente de la cordillera de los Andes en 
el sur de Perú, en las faldas del volcán Yucamane. 

Bacillus lichenfformis BA-3 fue sembrada por puntura 
en medio sólido (KHPO, 0,03%, K.SPO, 0,07%. almidón 
1 %, extracto de levadura 0,3%, peptona 0,5%, Mg SO4  0,5 
%, Fe SO, 0,01 %,NaCI 0,3 %, agar 2 % y pH 7) (Fooladi & 
Saj jadian, 2010) e incubada a 60 °C por 96 horas; para el 
revelado del halo de hidrólisis se utilizó lugol al 30%. 

Evaluación de la concentración de azúcares reductores 
En 1,1 L del medio de producción de attlikS1 

(KHPO, 0,03 %, K,HPO, 0,07 %, almidón 1 %, extracto de 
levadura 0,3%, peptona 0,5 %, Mg SO, 0,5%, Fe SO4  0,01 %, 
NaCI 0,3% y pH 7) fue inoculado el 10% de caldo LB con 
crecimiento bacteriano de Bacillus LichetzOrmis BA-3 (104  
células/mL) e incubado a 60°C por 96 horas. 

El crecimiento de la bacteria y la concentración de 
azucares reductores se determinó a partir de alicuotas cada 
12h (Annamalai etaZ, 2011). 

El crecimiento fue estimado por turbidimetría con 
una densidad óptica de 600 nm en un espectrofotómetro 
GREETMED, Modelo NV-203 y la concentración de azú-
cares reductores se determinó por el método descrito por 
Miller (1959). 

El extracto crudo se concentró 50 veces, centrifu-
gando a 6000 rpm durante 30 mm, el sobrenadante fue pre-
cipitado con sulfato de amonio según la tabla de saturación a 
60 y a 80%, con agitación constante, dejando reposar y cen-
trifugando a 10000 rpm para la purificación parcial de la 
enzima. El precipitado se guardó a -20°c para su posterior 
utilización. 

Caracterización de la actividad enzimática 
La actividad enzimática se basa en la reducción de la 

concentración de almidón por la hidrólisis enzimática (Rath, 
2003). El ensayo contenía 20 pL del extracto crudo purificado 
parcialmente y 500 µL de solución de almidón al 1 %, fue 
incubado a 600  C por 5 min. Posteriormente se añadió 50 µL 
de solución de yodo (0,05%de yodo en 0,5 %LO). 

La densidad óptica se determinó a 640 nm. Una uni-
dad de enzima (U) se define como la cantidad de enzima que 
permite la hidrólisis de 10 mg de almidón (Aguilar d al, 2000) 
en 30 min a 60 °C. 

Efecto de la temperatura y pH sobre la actividad enzi-
mática 

La temperatura óptima se evaluó mediante la medi-
ción de la actividad enzimática a diferentes temperaturas 
(40-90 °C) en tampón de fosfato de sodio 01 M (pH 7,0) y 
almidón soluble 1 %. 

El pH óptimo fue determinado mediante la medi-
ción de la actividad enzimática a diferentes pH usando los 
siguientes tampones (0,1 M): acetato de sodio (pH 5,0), 
fosfato de sodio (pH 6,0-7,0), Tris-HCI (pH 8), glicina- 

Determinación del& yV,„„,„ dela enzima 
Se utilizó siete concentraciones diferentes de almi-

dón soluble (0,5-4 g/mL). La medición de la actividad fue 
realizada bajo condiciones normales de ensayo. 

La estimación de K.,„ y V, se realizó a partir de la 
Unealización de Lineweaver-Burk. La ecuación se representa 
1/V. contra 1/ [S], obteniéndose una línea recta. La pendien-
te de la recta es K,IV„ y la intersección sobre el eje "y" es 
1/V=y sobre el eje "x" es —1/L. 

Extracción de ADN y análisis del secuenciarniento del 
ARNr16S 

Para la extracción del ADN genómico de las bacte-
rias termófilas proteoliticas seleccionadas, se utilizó el kit 
Wizard Genomic DNA PurificatMn siguiendo el protocolo 
del fabricante. A partir del ADN se obtuvo los genes ARNr 
165 de cada bacteria seleccionada por Macrogen Inc. 

Estas secuencias de nucieótidos fueron comparadas 
alabase de datos de NCBI GenBank (The Nashional Center 
for Biotecnology Information) usando BLAST N (Basic 
Local Alignment Search Tool). 

RESULTADOS 

Aislamiento y actividad enzimática en medio sólido 
La actividad cualitativa de la enzima amilasa se evi-

denció por la presencia de un halo de hidrólisis alrededor de 
la colonia con 29,5 mm de diámetro alas 72 horas de incuba-
ción a 60 0C, utilizando almidón como sustrato. 

Evaluación de la concentración de azúcares reductores 
El crecimiento bacteriano y la actividad enzimática 

evaluada por la concentración de azúcares reductores de la 
bacteria termófila, se incrementaron gradualmente a medida 
que avanza el tiempo de incubación, mostrando la máxima 
hidrólisis a las 54,6 horas (1410,57 ug/mL de azúcares 
reductores) (Figura 1), al inicio de la fase estacionaria. 

(hinca Uf modelo Ajustado 

Figura 1. Concentración de azúcares reductores en la pro-
ducción de la amilasa producida por Bacillus lidenionnirBA-3. 
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En la purificación parcial la fracción que presentó 
mejor actividad amilolítica fue la saturada 2160 %con sulfato 
de amonia Donde el extracto crudo tuvo una actividad 
específica media de 7,9 U/mg comparado con la enzima 
concentrada y purificada parcialmente la cual presentó 18,4 
U/mg, presentando un grado de purificación de 2,3 veces. 

Efecto de la temperatura y pH sobre la actividad enzi-
mática 

El efecto de la temperatura en la actividad enzimánca 
fue estudiado a un intervalo de 40 a 90 °C; a un pH de 7. La 
mayor actividad bajo esas condiciones se registró a una tem-
peratura estimada de 58 °C con 10,7 U/mL (Figura 2). 

Grita del II— iliebdo 

39 	 50 	60 	70 
~pesebre (12) 

Figura 2. Efecto de la temperatura sobre la actividad 
enzhnática (U/mL) de la amilasa producida por Baállus 
ficheniformis BA-3. 

-- El efecto del pH en la actividad enzimática de la 
amilasa fue estudiada a un intervalo de pH de 5,0 a 9,0; a 60 
'C. La mayor actividad enzimática bajo esas condiciones se 
registró aun pH estimado de 6,7 con 8,3 U/mL (Figura 3). 
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Figura 3. Efecto del pH sobre la actividad enzimánca 
(U/mL) de la amilasa producida por Badilas licbenOrmis BA- 

Determinación del IÇ y V de la enzima 
Los valores de Ks, y V, a 60 °C y a pH 7 fueron 8,7 

mg/mL y 229,5 lig de almidón hidrolizado/ mL/inin, res-
pectivamente (Figura 4). 
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Figura 4. Determinación de 1C„, y V_ de la amilasa 
producida por BatiliusficheinfrtmirBA-3. 

Análisis del secuenciamiento del gen ARNr 16S 
El resultado del secuenciamiento del gen ARNr 165 

informa de la identidad de la bacteria depositada en la base 
de datos de Genbank de la búsqueda en Blast el cual indicó el 
porcentaje identidad de la secuencia bacteriana. 

Tabla I. Similitud de las secuencias del gen ARNr 16S para 
el cultivo bacteriano BA-3. 

acterta 	Descripción 	Identidad Especie GenBank 

BA-3 &alba Idensformts stmn, 	99 	Botellas GU967452.1 
A101161 ribo:anal 	lichenOnnis. 

RIVA gene, partid agrame 

DISCUSIÓN 

Aislamiento y actividad entática en medio sólido 
La formación del halo de hidrólisis alrededor de la 

colonia indica que Bacillas fitteniformisBA-3 tiene la capacidad 
de producir una amilasa extracelular que hidroliza los enlaces 
glucosídicos a-1,4 del almidón. (Cavalcante eta/, 2013). 

Bada! lichenOrtnir 8A3 tuvo un halo de 29,5 mm a 
las 72 horas, en contraste con la cepa de Badas subtilis LBS, 
aislada por Cavalcante et al (2013) que presentó un halo de 
12 mm. La alta velocidad de crecimiento de las colonias 
podría explicarse al hecho de que los carbohidratos son la 
fuente de carbono preferida para los microorganismos del 
género Bacillus (Barros el 'al, 2008). 

Evaluación de la concentración de azúcares reductores 
El tiempo de incubación juega un rol importante en 

la producción enzimática. En el presente trabajo, la máxima 
concentración de azúcares reductores fue observada a las 
54,6 horas de incubación al inicio de la fase estacionaria del 
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crecimiento bacteriano. Es así que la producción enzimática 
fue de crecimiento dependiente ya que la producción máxi-
ma coincide con la fase estacionaria de la bacteria, así como 
señala los trabajos realizados por Dobara eta/ (2011) y Mosh-
fegh e/ al (2013), en donde señalan que la amilasa es produci-
da en la fase logarítmica y alcanza su máximo en la fase esta-
cionaria. Por otro lado, almidón soluble como sustrato sirve 
como la mejor fuente de carbono para el crecimiento máxi-
mo de la bacteria y para la producción de la enzima, un fenó-
meno descrito en variedad de bacterias del género Badilas 
que secretan esta enzima (Un di/2,1998). 

La amilasa se purificó parcialmente por precipitación 
con sulfato de amonio, debido a que es muy soluble, y actúa 
haciendo una precipitación salina o salting out de las proteí-
nas, y cuando aumenta mucho la cantidad de iones extraños, 
la interacción proteína- proteína se hace mayor que la inte-
racción proteína-agua (Teijón & Garrido, 2006). La fracción 
que presentó mejor actividad amilolitica fue la saturada al 60 
%, coincidiendo con lo reportado por Montor (2013). El 
extracto enzimátko presentó una actividad específica media 
de 7,9 U/mg, mientras que la enzima parcialmente purifica-
da fue de 18,4 U/mg, con un grado de purificación de 2,3 
veces lo cual se ajusta a las observaciones hechas por El-
Safey & Ammar. (2004), en donde purificaron la amilasa de 
Apergilladlavasvar. Columnarisy su grado de purificación fue 
de 5,7 veces. 

Efecto de la temperatura y pH frente a la actividad 
enzimática 

El efecto de la temperatura frente a la actividad enzi-
mática, demuestra que la enzima a 90 °C aún no se ha desna-
turalizado, presentando el 31 % de la actividad, valores simi-
lares abs obtenidos por Montor (2013). La actividad a 40°C 
disminuye a un 55 % de la actividad y esto puede atribuirse a 
la reducción de la flexibilidad molecular de la proteína ter-
mófila en condiciones mesófilas (Dobara eral, 2011). 

Por otro lado, la temperatura óptima estimada fue de 
58°C, la cual está dentro del rango de la temperatura óptima 
para las amilasas, que va desde 30 a 85 °C según Un et al, 
(1998), también concuerda con lo reportado en otras investi-
gaciones donde se estudió a las amilasas producidas por 
bacterias del género Badil:os reportándose así que la tempe-
ratura óptima de la amilasa de Badilas angloliquefriens P-001 
(Deb e/ al, 2013) y Badilas sp. SEMI (Quintero el al, 2010) 
fueron de 60°C, y la amilasa de Bacillus sp., aislada de aguas 
termales de Iran, tuvo una temperatura óptima de 60 a 80°C 
(Fooladi & Saj jadian, 2010). Incluso la enzima parcialmente 
purificada tiene una temperatura óptima estimada mayor 
que otras amilasas de Badilas lichenübrmis, Monteiro et al 
(2010) reportó una amilasa producida por Baálluilichenifinnis 
GCBUS con una temperatura óptima de 40 °C y Kim et al 
(1992) reportó una amilasa con temperatura óptima de 
50 °C. 

En el efecto del pH frente a la actividad enzimática, 
se observa una reducción a pH básicos (pH 9), bajando su 
actividad aun 5,3%. La mayoría de las enzimas que degradan 
el almidón tienen un pH óptimo en el intervalo de ácido a 
neutro (Pandey eíai, 2000). 

Las amilasas producidas por bacterias termófilas son  

activas a un pH que varía del intervalo de 6,0 a 8,0 (Liebl etal, 
1997) o de 5,0 a 7,0 (El Safey & Ammar, 2004). El pH ópti-
mo de la enzima parcialmente purificada concuerda con el 
pH óptimo de la amilasa de Geobatillus stearatbermaphilus que 
fue de 7 (Al-Qodah, 2006), con el de Bacillus fiehenifonnis 
GCBU8 que tuvo un rango de 6 a 8 (Kim et aL 1992), y con el 
de Badilas lichenOmzis que fue de 7,5 (Monteiro e/ al, 2010). 
Lo cual demuestra que el pH óptimo de la amilasa se inclina 
hacia un valor neutral. 

Determinación del II. y V„,., 
Aunque es dificil comparar los valores cinéticos 

entre amilasas obtenidas en otras investigaciones, en vista de 
los diferentes sustratos de almidón utilizados y las condicio-
nes de ensayo. El valor de K„, de la amilasa con almidón 
como sustrato (8,7 mg/mL) indica que en comparación con 
la amilasa de broca-rus furiosas (Laderman el al, 1993), la 
enzima tiene una afinidad menor (mayor K.) para el almi-
dón; pero una afinidad mayor comparando con la amilasa de 
Badilas akalophilus (Yang etal, 2011). Sin embargo, el valor de 
1(.. está dentro del rango de las amilasas (0,35 a 11,7 mg/mL) 
(Najafi &Kembhavi, 2005). 

Extracción de ADN y análisis del secuenciamiento del 
ARNr165 

La identificación de la bacteria termófila BA-3 fue 
realizada mediante el análisis de la secuencia del gen ARME 
16S. La identidad de las secuencias obtenidas fueron compa-
radas en la base de datos de Madona! Center of Biaterbaology 
Informa/ion (NCBI) a través del BLAST N, resultando con un 
99 % de identidad con Barata lirbet(/brmis, reportándose 
dicha especie en otras fuentes termales (Armairú et al, 2015; 
Tarik e/ al 2015), así mismo es mencionada como una buena 
productora de amilasa termoestable (Monteiro e/ al, 2010; 
Naidu & Saranraj, 2013; Pandey etai,2000). 

CONCLUSIONES 

La actividad cualitativa amilolítica de la cepa termófi-
la BA-3 (99% de identidad con Badilas lichemlbrrais)se 
obtuvo midiendo los halos formados por la degrada-
ción del almidón en medio sólido, teniendo un halo 
de 29,5 mm alas 72 horas. 
La máxima concentración de azúcares reductores en 
la producción enzimática fue al principio de la fase 
estacionaria, a las 54,6 horas. 
La enzima putificada con Sulfato de amonio tuvo un 
fraccionamiento de 2,3 veces la purificadón. 
El pH óptimo de la enzima fue 6,7 con una actividad 
enzimática de 8,3 U/mL a 60°C. 
La temperatura óptima de la enzima fue 58 °C con 
una actividad enzimática de 10,7 U/mL a pH 7. 
La 	el K. de la enzima amilasa fueron de 229,5 
ng de almidón hidrolizado/mL/min y 8,7 mg/mL, 
respectivamente. 
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