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Produccion de amilasas de Geobacillus themoparaffinivorans (CB-13)
aisladas de los Géiseres de Candarave, Tacna

Production of amylases from Geobacillus themoparaffinivorans (CB-13) isolated
from Candarave Geysers, Tacna
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RESUMEN

La investigacion tuvo como objetivo determinar el diametro del halo de hidrolisis amilolitico, la produccion de
proteinas amildsicas y la actividad enzimatica de las amilasas producidas por Geobacillus thermoparaffinivorans
(CB-13) a diferentes tiempos de produccion. La cepa amilolitica de Geobacillus thermoparaffinivorans (CB-13),
aislada de los géiseres de Candarave, Tacna se reactivo e incub6 en caldo Luria Bertani (LB) a 60 °C durante 24
horas y se sembr6 por puntura en agar almidon 1 % para determinar los halos de hidrdlisis amiloliticos.
Posteriormente, se inoculd 5 % (v/v) de medio caldo LB con crecimiento bacteriano en 50 ml de medio de caldo
almidon 1 % por triplicado, después fue incubado en estufa con agitador orbital a 150 rpm a 60 °C durante 60 horas.
Asimismo, se extrajeron de cada incubacion, con periodos de tiempo de 12 horas, alicuotas de 1.5 ml para ser
centrifugadas y obtener el sobrenadante que se utilizé para determinar la concentracion de proteinas (mg ml")
como indicativo de la produccion de amilasas, y la concentracion de azucares reductores como indicativo de la
actividad enzimatica (U ml"). Se obtuvo un diametro de halo de hidrdlisis de almidon formado alrededor de la
colonia de la cepa amilolitica de 10.6 mm, una produccion de amilasas maxima de 0.197 mg ml” a las 48 horas de
produccién y una actividad enzimatica méxima a las 36 horas de produccién de 0.505 Uml".

Palabras claves: Actividad enzimatica, Geobacillus thermoparaffinivorans (CB-13), produccion de amilasas.
ABSTRACT

The objective of this study was to determine the diameter of the amylolitic hydrolysis halo, the amylasic protein
production and the enzymatic activity of the amylases produced by Geobacillus thermoparaffinivorans (CB-13)
are determined at different production times of the amylases. The amilolytic strain of Geobacillus
thermoparaffinivorans (CB-13) isolated from the Candarave geysers was reactivated and incubated in Luria
Bertani (LB) broth at 60 ° C for 24 hours and planted by puncturing on 1% starch agar to determine the amylolitic
hydrolysis halos. Subsequently, 5 % (v /v) of LB medium broth with bacterial growth in 50 ml of 1 % starch broth
medium, in triplicate. Then, it was incubated in an orbital shaker at 150 rpm at 60 ° C for 60 hours. Likewise,
aliquots of 1.5 ml were extracted from each incubator with 12 hour period, to be centrifuged to obtain the
supernatant, which was used to determine the concentration of proteins (mg ml-1) as indicative of the production of
amylases and the concentration of reducing sugars as indicative of the enzymatic activity (U ml-1). It was obtained
a diameter of hydrolysis halo of starch formed around the colony of the 10.6 mm amylolitic strain, a maximum
amylase production of 0.197 mg ml-1 after 48 hours of production, and a maximum enzymatic activity after 36
hours of production 0of0.505 U ml -1.
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INTRODUCCION

Las amilasas son enzimas que hidrolizan las
moléculas de almidén para dar productos que
incluyen las dextrinas y unidades de glucosa
(Windish y Mhatre, 1965; Guano, 2017; Robledo,
2018). Tienen aplicaciones en las industrias de
comida, fermentacion, textil y papeleria (Gupta,
Paresh, Mohapatra, Goswami & Chauhan, 2003;
Robledo, 2018; Aguirre y Anduezal, 2018).
Derivan de varias fuentes incluyendo plantas,
animales y microorganismos; siendo las de origen
microbiano las que por lo general cumplen con las
demandas industriales. Un gran nimero de
amilasas microbianas son una variable comercial,
sustituyendo casi por completo la hidrdlisis
quimica del almidén en la industria de
procesamiento del almidon (Pandey, Nigam,
Soccol, Soccol, Singh & Mohan, 2000).

Los microorganismos productores de amilasas
son numerosos; entre ellos estan Bacillus
licheniformis, Bacillus stearothermophilus y
Bacillus amyloliquefaciens, muy conocidos por
ser buenos productores de la enzima. Estos se han
usado ampliamente para la produccion comercial
y en diversas aplicaciones industriales como en
los alimentos, la fermentacion, los textiles y el
papel (Konsula y Kyriakides, 2007; Prakash y
Jaiswal, 2009).

La termoestabilidad es una caracteristica deseada
de la mayoria de las enzimas industriales. Estas
enzimas termoestables aisladas de organismos
termofilos tienen un numero de aplicaciones
comerciales a causa de su estabilidad a altas
temperaturas, lo que permite que sean empleadas
en la licuefaccion enzimatica y sacarificacion del
almidon. Las enzimas amiloliticas termoestables
se han investigado actualmente para mejorar los
procesos industriales de la degradacion del
almidon (Gomes et al., 2003; Stamford Stamford,
Coelho & Araujo, 2001).

Geobacillus thermoparaffinivorans es una
bacteria termofila productora de amilasas,
termoestable (Gursahani, 2010). Una de sus
cepas, la CB-13, presente en el laboratorio de
Biotecnologia enzimatica de la Facultad de
Ciencias de la Universidad Nacional Jorge
Basadre Grohmann de Tacna-Pert y aislada de los
géiseres de Candarave-Tacna, es una bacteria que
aun no ha sido estudiada, por lo cual en este
trabajo se estudio algunas caracteristicas.

Establecer la produccion de amilasas en términos
de produccion de proteinas y su actividad

enzimatica en funcion de didmetros de halos de
hidrolisis y/o de unidades de actividad por ml, nos
permitird predecir el grado de hidrolisis del
almidon, considerando que las amilasas son
proteinas que acttan sobre el almidon (Windish y
Mhatre, 1965; Pandey etal., 2000).

El presente trabajo se orientd en determinar el
diametro del halo de hidrdlisis amilolitico, la
produccion y actividad enzimatica de amilasas
producidas por Geobacillus
thermoparaffinivorans (CB-13) a diferentes
tiempos de produccion de amilasas, reportadas
por primera vez.

MATERIAL Y METODOS

Procedencia y reactivacion de la cepa
Geobacillus thermoparaffinivorans (CB-13)

La cepa bacteriana amilolitica Geobacillus
thermoparaffinivorans (CB-13) fue aislada de los
Géiseres de Calientes-Candarave, Tacna, Peru,
identificada molecularmente y proporcionada
por el Laboratorio de Investigacion Biotecnologia
Enzimatica de la Facultad de Ciencias de la
Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann
de Tacna, y replicada en agar nutritivo contenido
en un tubo de ensayo, luego reactivado por
triplicado en un ml de caldo Luria Bertani (LB)
(peptona 10 gl', extracto de levadura 5 g’
ﬁlomro de sodio 10 gl") e incubada a 60 °C por 24
oras.

Determinacion del halo amilolitico de la cepa
Geobacillus thermoparaffinivorans (CB-13)

Reactivada la cepa en caldo LB, se le extrajo un
inéculo que se sembro por puntura en el medio
Agar A(a)lmidon (peptona 0.5 %, extracto de
levadura 0.2 %, cloruro de sodio 0.05 %, sulfato
de magnesio 0.05 %, cloruro de calcio 0.015 %,
almidon 1 %, agar 2%) (Souza y Leal, 2000)
contenido en placas Petri e incubado a 60 °C por
24 horas. Al final de esta incubacion, se reveld la
zona de hidrdlisis por amilasas alrededor de las
colonias desarrolladas, cubriendo con lugol al 30
% por 5 minutos la superficie del medio contenida
en la placa Petri, para finalmente retirar el lugol.
Fue medido el diametro del halo con ayuda de una
regla milimetrada.

Obtencion de fermentaciones para
determinacion de proteinas y actividad

enzimatica de amilasas

Todo el ml de medio caldo LB con la cepa
reactivada se sembro en 4 ml de caldo LB nuevo,
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por triplicado, y se incubo a 60 °C hasta obtener
una densidad optica (D.O.) de 0.3 en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 600
nm

Se inoculd 5 % (v/v) de medio caldo LB con
crecimiento bacteriano en 50 ml de medio de
caldo almidén (peptona 5 gl’, extracto de levadura
5gl”, almidon 10 gl’, NaCl [ gl KH,PO, 0.5 gl",
MgSO 0.5 gl’, CaCl 0.5 gl’, KHPO 12 gl)
(Manoj, 2013) a pH 7 contenido en matraces de
250 ml por triplicado. Se incubaron los matraces
en una estufa incubadora con agitador orbital
(shaker mrc) a 150 rpm a 60 °C durante 60 horas.
Extrayendo de cada matraz, desde la cero horas y
cada 12 horas (Annamalai, Thavasi,
Vijayalakshmi & Balasubramanian, 2011),
alicuotas de 1.5 ml para ser centrifugadas a 10 000
rpm durante 10 minutos, para obtener dos
fracciones a) el sedimento, que fue descartado y b)
el sobrenadante, que sirvid para determlnar la
concentracién de proteinas (mg ml') como
indicativo de la produccion de amilasas y la
concentracion de aztcares reductores como
indicativo de la actividad enzimatica de las
amilasas (Uml").

Cuantificacion de la produccion de amilasas

Se realizé por el método descrito por Bradford
(1976), para lo cual se establecid una curva
estandar de proteinas BSA (Albuimina Suero
Bovina). Para establecer esta curva, se tomo6 como
muestra 50 pl de solucion de proteinas BSA a
diferentes concentraciones, para que cada una de
ellas se mezclara con 500 pl del reactivo de
Bradford, dejandolo actuar por un minuto. Para el
blanco del reactivo se usé la misma proporcion y
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cantidad reemplazando la muestra con agua
destilada. Finalmente se midio en el
espectrofotometro la absorbanciaa 595 nm.

En los tratamientos experimentales (sobrenadante
de los matraces de las 0, 12,24, 36, 48 y 60 horas),
la medicion de la produccion de amilasas
(proteinas) se realizo siguiendo el procedimiento
descrito por Bradford (1976), que consistid en
mezclar la muestra (sobrenadante) con el reactivo
Bradford, dejandolo actuar durante 1 minuto.
Para, finalmente, medir en el espectrofotometro la
absorbancia, la cual al ser llevada a la curva patron
permitio la determinacion de la concentracién de
proteinas (amilasas) (mgml™).

Cuantificacion de la actividad enzimatica de
las amilasas

Se midio la actividad enzimatica amilolitica,
estableciendo previamente la curva estandar de
concentraciones de soluciones de glucosa (mg ml™).
Para obtener esta curva se mezclo todos los tubos
conteniendo solucion de glucosa estandar de
diferentes concentraciones para luego ser
llevados al espectrofotémetro y leer las
absorbancias a una longitud de onda de 540 nm.
Los valores de absorbancia obtenidos se
graficaron con la concentracién de glucosa que
sirvid después para determinar la concentracion
de glucosa de los tratamientos experimentales.

En los tratamientos experimentales (sobrenadante
de los matraces delas 0, 12, 24,36, 48 y 60 horas),
lamedicion de la actividad enzimatica de amilasas
se realizé determinando previamente la
concentracion de glucosa, para lo cual se empled
el método de acido 3.5 dinitrosalisilico (DNS).

Tabla 1. Procedimiento para medir la concentracion de glucosa producto de la actividad enzimatica de las amilasas

Reactivos
Buffer fosfato de sodio pH 7 a 50 mM (pl)
Dilucion de enzima (pl)
Sustrato almidon 1 % (ul)

BR BS BE ES

150 50 100 0
0 0 50 50
0 100 0 100

Incubar los tubos ependorf a 60 °C por 30 minutos

Reactivo DNS (ul)

250 250 250 250

Colocar los tubos en el bafio de agua hirviendo durante 5 minutos e innmediatamente enfriarlos en bafio de agua

Agua destilada (pl)

500 500 500 500

Agitar bien los tubos y leer las absorbancias a 540 nm contra el blanco de reactivo BR

Finalmente hacer corresponder las absorbancias obtenidas con las de la curva
patrén para establecer la concentracion de glucosa producida

* BR: tubo blanco del reactivo
BS: tubo blanco del sustrato
BE: tubo blanco de la enzima
ES: tubo con enzima sustrato

Fuente: Gutierrez y Villena, 2010.
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Luego, la actividad enzimatica de amilasas se
calculo mediante la siguiente expresion:

Amilasa (U ml") = [Glu] x 0.37 x dilucién

Donde: 0.37 es un factor para obtener el numero
de pmoles de glucosa formados en un minuto.

La actividad de amilasas fue expresada en U ml”,
donde una unidad de enzima (U) se define como la
cantidad de enzima que libera 1 pmol de glucosa
por minuto(Miller, 1959).

RESULTADOS

Halo amilolitico originado por la cepa
Geobacillus thermoparaffinivorans (CB-13)

La actividad amilolitica de Geobacillus
thermoparaffinivorans (CB-13) se muestra a
través de los halos de hidrolisis de almidén
formados alrededor de sus colonias, cuyo
diametro en promedio fue 10.6 mm que resulto de
promediar el diametro de 4 colonias (10.0, 10.0,
11.0y 11.5mm) (Figura 1).

Figura 1. Halos amiloliticos alrededor de las colonias
de Geobacillus thermoparaffinivorans (CB-13).

Concentraciones de proteinas amiloliticas de
Geobacillus thermoparaffinivorans (CB-13)

En la Tabla 1, entre los valores promedio de
produccion de proteinas amiloliticas de
Geobacillus thermoparaffinivorans (CB-13),
obtenidas a diferentes tiempos de produccion, se
muestra que a las 48 horas de produccion se
obtiene el mayor valor de concentracion de
proteinas 0.197 mgml.

Tabla 1. Valores promedio de produccion de proteinas
amiloliticas de Geobacillus thermoparaffinivorans
(CB-13) a diferentes tiempos de produccion

Produccion de

Tiempo Repeticiones proteinas  Promedio

(horas) (mg ml'l)

I 0.094 0.095
0 1I 0.083

11 0.107

I 0.113 0.115
12 | 0.117

I 0.116

I 0.121 0.128
24 I 0.129

I 0.134

I 0.193 0.195
36 I 0.203

I 0.188

I 0.192 0.197
48 11 0.217

111 0.182

I 0.170 0.168
60 I 0.166

11 0.168

Medias y 95,0% de Fisher LSD
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Figura 2. Valores promedio de produccién de proteinas
amiloliticas de Geobacillus thermoparaffinivorans
(CB-13) a diferentes tiempos de produccién en forma
grafica.

Fuente: Statgraphics centurion XVI

El analisis de varianza aplicado a los valores
promedio de proteinas de la Tabla 1 da un
resultado que, al ser el valor-P de la prueba F
menor que 0.05, indica que existe una diferencia
estadisticamente significativa entre las medias de
los valores promedios de produccion de proteinas
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con un nivel del 95.0 % de confianza; es decir que
el tiempo afecta considerablemente la produccion
de proteinas amiloliticas. Por la prueba de Tukey
se demuestra que la mayor produccién de
proteinas amiloliticas fue a las 48 horas de
produccién con el valor de 0.197 mg ml”' (Tabla 1)
(Figura 2).

Actividad enzimatica amilolitica de
Geobacillus thermoparaffinivorans (CB-13)

En la Tabla 2, entre los valores promedio de
actividad amilolitica de las amilasas de
Geobacillus thermoparaffinivorans (CB-13),
obtenidas a diferentes tiempos de produccion de
amilasas, se muestra que a las 36 horas de
produccion se obtiene el mayor valor de actividad
enzimatica (0.505 Uml").

Tabla 2. Valores promedio de actividad amilolitica de
las amilasas de Geobacillus thermoparaffinivorans
(CB-13) a diferentes tiempos de produccion de las
amilasas

Tiempo Repeticiones Actividad Promedio
(horas) en U ml 1 U ml 1
I 0.028 0.027
0 1 0.026
11 0.029
I 0.065 0.070
12 1 0.074
11 0.072
I 0.154 0.158
24 I 0.161
11 0.158
I 0.511 0.505
36 11 0.565
11 0.438
I 0.351 0.349
48 i} 0.333
11 0.362
I 0.122 0.122
60 1 0.128
11 0.116
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Medias y 95,0% de Fisher LSD
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Figura 3. Valores promedio de actividad amilolitica
de las amilasas de Geobacillus thermoparaffinivorans
(CB-13) a diferentes tiempos de produccion de las
amilasas en forma grafica.

Fuente: Statgraphics centurion XVI

El analisis de varianza, aplicado a los valores de
actividad enzimatica de la Tabla 2, da como
resultado que al ser el valor-P de la prueba F
menor que 0.05, indica que existe una diferencia
estadisticamente significativa entre las medias de
las actividades enzimaticas (U ml") con un nivel
del 95.0 % de confianza; es decir, que el tiempo de
produccion afecta considerablemente la actividad
enzimatica. Por la prueba de Tukey se demuestra
que la mayor actividad enzimatica de las amilasas
fue a las 36 horas de produccion con el valor de
0.505 Uml" (Tabla2) (Figura 3).

DISCUSION

Los halos de hidrdlisis de almidon, la produccion
de amilasas y la determinacién de la actividad
amilolitica puede variar en sus valoraciones. El
valor que se obtenga depende principalmente del
medio de nutriente, pH, temperatura y el tiempo
de incubacion (Figen, Bilal, Seda & Tulin, 2006).
En este trabajo es evidente que la maxima
produccion de amilasas, asi como el maximo
valor de actividad enzimatica, dependen mucho
del tiempo de incubacion; en este caso, estos
fueron alcanzados cerca a las 60 horas de
incubacién de produccién de proteinas
amiloliticas, manteniendo constante los otros
parametros de concentracion de almidén al 1 %,
pH del medio igual a 7, temperatura de incubacion
60 °Cy agitacion constante.
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El halo de hidrolisis de almidon de la cepa
microbiana, aspecto cualitativo de la actividad
enzimatica amilolitica, con un diametro de 10.6
mm da el indicativo que la actividad enzimatica de
Geobacillus thermoparaffinivorans (CB-13) es
significativo. Este valor supera al didmetro de
halos de hidrdlisis de almidon encontrados en
otros microorganismos, Levadura AAA 6 (10
mm), Bacillus spp. (9 mm) (Gémez, Sarmiento y
Delgado, 2013).

El aspecto cuantitativo determinado en la
actividad enzimatica en su valor maximo, 0.505 U
ml', para Geobacillus thermoparaffinivorans
(CB-13) indica que las amilasas producidas por
esta cepa tienen excelentes propiedades
hidroliticas. Las actividades enzimaticas de estas
amilasas no estan lejos de otras amilasas, siendo
en la mayoria de los casos la actividad enzimatica
muy superior. Unal (2015), quien trabajo con
especies de Aspergillus, logro obtener al sétimo
dia de produccién 0.75 U ml' de actividad
enzimatica para Aspergillus terreus. Kumar, Raut,
Satpathy, Ranjan & Bandvopadhyay (2014),
quienes trabajaron con bacterias termofilas
productoras de amilasa, B. barbaricus  durante
24 horas, obtuvieron una actividad maxima de
amilasa de 0.574 U ml". Por otro lado, Gusakov,
Kondratyeva & Sinitsyn (2011), en un estudio
sobre a-amilasa alcalofila de la cepa GM8901 de
Bacillus, por el método DNS encontraron que la
actividad enzimatica maxima fue de 0.75 U ml’,
después de la incubacion de 24 horas. No
obstante, Hasan, Wal, Hosna, Hakim & Kalam
(2017) obtuvieron del Bacillus spp. 3.50 Uml" de
actividad enzimatica en 48 horas. Oyeleke, Auta
& Egwim (2010) reportaron para la amilasa de
Bacillus megaterium 0.31 — 0.46 U ml" de
actividad enzimatica amilolitica a pH alcalino.

CONCLUSIONES

Las amilasas de Geobacillus
thermoparaffinivorans (CB-13) originan un
diametro de halo de hidrolisis de almidén de 10.6
mm con una produccion de amilasas maxima de
0.197 mg ml", obtenida a las 48 horas y una
actividad enzimatica maxima de 0.505 U ml'a las
36 horas.
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