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Introduccién. Las amilasas son glicohidrolasas capaces de
degradar carbohidratos complejos. Tienen alta importancia
industrial en rubros como el alimentario, textil, farmacéutico,
limpieza y energético (1). Las a-amilasas (EC 3.2.1.1) son endo-
amilasas, que hidrolizan los enlaces glucosidicos a-(1,4) en el
almiddn, generando productos de bajo peso molecular, como la
glucosa, maltosa y unidades de maltotriosa (2). El sector
industrial demanda la investigacion de microorganismos
termotolerantes productores de amilasas, buscando que
presenten termoestabilidad, estabilidad acida e independencia
de calcio, debido a la falta de versatilidad que presentan las
actuales o-amilasas comerciales (3,4). Microorganismos
termotolerantes adaptados a ambientes con habituales cambios
de temperatura, como el caso de Bacillus licheniformis Ib04, son
capaces de generar enzimas versatiles, capaces de mantener
altos niveles de actividad enzimatica (5).

Objetivo: Determinar la actividad enzimética especifica que
presentan las a-amilasas producidas por Bacillus licheniformis
Ib04 en ausencia de iones Ca?* y temperaturas mayores a 60 °C.

Metodologia. Para la bacteria Bacillus licheniformis Ib04, se
determiné su cinética de crecimiento (620 nm) bajo condiciones
de 28 °C/150 rpm durante 144 hrs, en un medio con almidén
como fuente principal de carbono (6). Para la deteccion de la
actividad enzimatica de la bacteria se realizé una purificacion por
cromatografia de intercambio iénico, eluidas con un buffer de
acetato (20 mM). Las fracciones recolectadas fueron analizadas
por el método de Bradford para deteccion de proteinas (540 nm)
y después se midi6 la actividad especifica con el sustrato
especifico para a-amilasa, el compuesto 2-cloro4-nitrofenil-a-D-
maltotriosa (CNP-G3), por espectrofotometria (405 nm).

Resultados. La fase exponencial de B. licheniformis Ib04 abarca
desde las 0 hasta las 72 horas de crecimiento (Fig. 1). A partir de
un cultivo de 24 horas, se recolectaron 10 fracciones durante la
separacion cromatografica por intercambio i6nico. De las 10
fracciones recolectadas, 6 reportaron presencia de proteinas
(Tabla 1). Las fracciones donde se detecté mayor presencia de
proteinas fueron las fracciones F3-F5 y F8-F10. Posteriormente,
se analizaron con el sustrato CNP-G3, midiendo la liberacién de
2-cloro, 4-nitrofenil (Tabla 2). La fraccion con mayor actividad fue
la F5, con 48.3 U mg?. Una unidad de actividad enzimatica
especifica fue definida como la cantidad de enzima necesaria
para hidrolizar 1 mg de 2-cloro, 4-nitrofenil por minutoa pH 7.0 y
temperatura 65 °C.

Conclusiones. La bacteria B. licheniformis Ib04 presenta hasta
48.3 U mg a 65 °C en completa ausencia de iones Ca ?*durante
el proceso de hidrélisis enzimatica.
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Fig. 1. Curva de crecimiento para B. licheniformis Ib04 a 28°C/150 rpm,
por 144 horas. Fase exponencial de 0 a 72 horas.

Tabla 1. Concentracion de proteinas por fracciones recolectadas a
través de intercambio i6nico.

Fracciones Concentracién Fracclones Concentracién
(mg/mt) (mg/mL)
F1 0.00 F6 0.00
F2 0.01 F7 0.00
F3 0.12 F8 0.04
F4 0.05 Fo 0.08
] 0.04 F10 0.05

Tabla 2. Actividad especifica para las fracciones recolectadas

. Actividad especifica . Actividad especifica
Fracciones Fracciones
(Umg™') (Umg™)
F1 N.D F6 N.D
F2 N.D F7 N.D
F3 11.8 F8 45.4
F4 47.9 F9 28.8
F5 48.3 F10 37.0
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