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Introducción. El almidón es un polisacárido compuesto por 

amilosa y amilopectina. La hidrólisis de este compuesto requiere 
de la acción de las enzimas amilasas: α-amilasa (EC 3.2.1.1), β-
amilasa (EC 3.2.1.2) y glucoamilasa (EC 3.2.1.3), produciendo 
glucosa y maltosa (1). Las amilasas se emplean en diversas 
industrias como la de detergentes, textil, papel, etc. Las enzimas 
adaptadas al frío presentan la ventaja de necesitar menores 
temperaturas para su trabajo óptimo, reduciendo los costos de 
procesos (2). La termoestabilidad enzimática que brindan estas 
proteínas permite detener las reacciones en base al aumento de 
temperatura en la reacción, en lugar de alterar la mezcla de 
reacción (3). Los microorganismos termoestables adaptados a 
ambientes con frecuentes cambios de temperatura, como el caso 
de Bacillus licheniformis lb05, son capaces de generar enzimas 
con rangos de trabajo amplios, manteniendo niveles de actividad 
enzimática altos, aun fuera de los puntos óptimos reportados 
para ellas (4).  
Objetivo: Determinar la actividad enzimática que presentan las 
amilasas producidas por Bacillus licheniformis lb05 a bajas 
temperaturas.  

Metodología. Para la bacteria Bacillus licheniformis lb05, se 

determinó su cinética de crecimiento (620 nm) bajo condiciones 
de 28 °C/150 rpm durante 144 hrs, en un medio con almidón 
como fuente principal de carbono (5). Posteriormente se 
determinó cualitativamente la producción de amilasas, tomando 
una muestra de 50 μL del sobrenadante a las 24 hrs de cultivo. 

Este fue adicionado a placas de agar almidón, incubadas a 5 °C 
y después teñidas con 1.0 mL de solución lugol. Al comprobar la 
actividad enzimática de la bacteria, esta fue cuantificada a través 
de la técnica espectrofotometrica para detección de azúcares 
reductores a través del Ácido 3,5 dinitrosalicílico (DNS) a 540 nm. 
Todas las pruebas fueron realizadas por triplicado.  

Resultados. Partiendo del crecimiento estandarizado de B. 
licheniformis lb05, la fase estacionaria inició a partir de las 72 
horas de crecimiento (Fig. 1). Los análisis de la actividad 
enzimática se realizaron con cultivos no mayores a 48 horas. Con 
un nuevo cultivo de 24 horas se obtuvo su fracción enzimática,  
agregada a una serie de placas con agar almidón. Las placas se 
incubaron por 24 horas a diferentes temperaturas, obteniendo 
halos de degradación del almidón y confirmándose la actividad 
enzimática hidrolítica de la fracción enzimática conseguida por 
centrifugación (Fig. 2). El halo de degradación más grande se 
obtuvo a 5 °C. Por último, se realizó el análisis de producción de 
azúcares reductores a través del uso de DNS (Tabla 1). El mayor 
punto de actividad enzimática se obtuvo a las 72 horas, con 97.4 
U mL-1. Una unidad de actividad enzimática fue definida como la 
cantidad de enzima necesaria hidrolizar 1 mg de glucosa por 
minuto a pH 7.0 y temperatura 15 °C. 

Fig. 1. Curva de crecimiento para B. licheniformis lb05 a 28°C/150 rpm, 
por 144 horas. Inicio de la fase estacionaria a partir de las 72 horas. 

 

Fig. 2. Halos de degradación en placas de agar almidón. Tras la adición 

de 50 μL de sobrenadante, se aprecian diferentes halos de degradación 

Tabla 1. Niveles de actividad enzimática a diferentes tiempos.  
Condiciones de trabajo, 15 °C/150 rpm/120 hrs. 

 

Conclusiones. La bacteria B. licheniformis lb05 tiene una 

actividad enzimática de 97.4 U mL-1 a 15 °C. Además, presenta 
actividad hidrolítica a 5 °C.  
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