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Resumen

Diferentes microorganismos halófilos/halotolerantes son reportados como productores de 

enzimas hidrolíticas, pero son limitados aquellos que presentan actividad amilolítica. Cinco cepas 

bacterianas halófilas y halotolerantes productoras de amilasas que fueron aisladas de la región 

Andina de Bolivia fueron estudiadas. Se determinó el substrato óptimo para la producción de 

amilasas a partir de tres diferentes fuentes de almidón (papa, yuca y maíz) y se caracterizó los 

rangos físico químicos óptimos de crecimiento, morfología, análisis bioquímicos de las cepas en 

estudio. Se obtuvo una mayor actividad enzimática de las cepas Lv14 (0.788 mmol/min.) y Lc6 

(0.603 mmol/min.) ambas a las 48 horas de cultivo. Las cinco cepas mostraron patrones variados 

de respuesta ante las pruebas bioquímicas. Se determino que las cepas Lc6 y Lv14 son 

halotolerantes, las cepas LB7, LB14 y V26 son halófilas, todas las cepas son neutrófilas y 

mesófilas. Esta potencialidad encontrada nos indica la importancia científica y tecnológica de 

desarrollar una industria biotecnológica en Bolivia.

Palabras claves: halófilo, halotolerante, enzimas hidrolíticas, amilasas.

I. Introducción

Habitas salinos son aquellos hábitats con elevadas concentraciones de cloruro de sodio u otras 

sales; así por ejemplo una laguna salina debe poseer una concentración superior a la del agua de 

mar (4% de sales totales) para ser considerada como tal. Estos hábitats están colonizados por una 

gran diversidad de comunidades microbianas, siendo biotopos apropiados para el crecimiento de  

microorganismos llamados halófilos [1,2]. Estos microorganismos son capaces de competir 

satisfactoriamente a la deshidratación y resistencia a la desnaturalización proteínica causada por 

la sal [3].
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La diversidad filogenética de los microorganismos capaces de crecer en presencia de sal se 

encuentran dentro de los tres dominios de la vida: Archaea, Bacteria y Eukarya [4,5]. La 

diversidad de los microorganismos disminuye al aumentar la concentración de sal. 

De acuerdo a la definición descrita por [6] los microorganismos halófilos pueden ser clasificados 

como halófilos moderados (crecimiento optimo 3% y máximo hasta 15%(w/v) NaCl) y halófilos 

extremos (crecimiento optimo 15 hasta 25% (w/v) NaCl) [3]. Los microorganismos capaces de 

crecer óptimamente ausencia de sal, pero son capaces de tolerar hasta un 15 % (w/v) (2.5M) 

NaCl son llamados halotolerantes [1,4]. 

Las enzimas son proteínas que se comportan como catalizadores; es decir, aceleran la velocidad 

con la que las reacciones se llevan a cabo sin alterar el equilibrio y son responsables de las 

transformaciones metabólicas en los seres vivos [7].

La actividad de una enzima refleja la capacidad que tiene de transformar un substrato 

determinado a un producto o productos, en una unidad de tiempo. La actividad enzimática puede 

ser cuantificada en milimoles de sustrato transformados por minuto, bajo las condiciones óptimas 

de ensayo. La unidad de actividad enzimática se la expresa en Unidades Internacionales (UI).

Las unidades de actividad enzimática pueden también ser expresadas en función del volumen de 

la solución que las contiene (U/mL) o referida a la cantidad de proteína presente en la solución 

(U/mg) de proteína. En ambos casos la actividad enzimática recibe el nombre de actividad 

específica [8,9].

El termino extremoenzima ha sido utilizado para referirse a enzimas que son activas bajo 

cualquier condición ambiental extrema como temperaturas extremadamente altas ó  bajas, 

elevada concentración salina, pH muy ácido o muy alcalino [10, 11, 12].

Los microorganismos halófilos moderados producen exoenzimas hidrolíticas extracelulares entre 

ellas: amilasas, proteasas, lipasas, DNAsas, polulanaceas  y xilanaceas, las cuales tienen una 
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aplicación muy grande en diferentes áreas, entre ellas: industria de alimentos, detergentes, 

textiles, ciencias bioquímicas e industrias químicas [14, 15, 16, 17, 18, 19]. 

Entre las especies de halófilas moderadas estudiadas y explotadas en biotecnología tenemos los 

géneros Halomonas, Halobacillus, Bacillus, Marinococcus, Salinicoccus, Nesterenkonia, y 

Tetragenococcus [3, 20, 21].

Las amilasas son enzimas pertenecientes a la familia de las hidrolasas, son enzimas extracelulares 

que hidrolizan el almidón (un hidrato de carbono, homopolisacárido (C6H10O5)n, almacenado en 

forma de moléculas de glucosa y uniones entre estas moléculas forman cadenas largas de 2000 o 

3000 unidades de glucosa) [22]. 

Las amilasas se emplean dentro de un gran número de procesos industriales: comida, textiles, 

industria del papel, fabricación del pan, almíbar de glucosa y fructuosa, detergentes, jugos de 

fruta, bebidas alcohólicas, endulsantes y remoción de manchas en la limpieza de la ropa [26]. 

Actualmente, un amplio número de amilasas microbianas están disponibles comercialmente y 

están a poco tiempo de reemplazar completamente la hidrólisis química del almidón dentro los 

procesos industriales [17]. 

Aunque las bacterias moderadamente halófilas tienen un gran potencial biotecnológico, 

solamente pocos estudios han sido llevados a cabo [13] .En la actualidad está creciendo el interés 

por conocer la gran diversidad de microorganismos halófilos y cada vez es mayor el número de 

investigaciones relacionadas con este tema [23].

La microbiología es el estudio de los microorganismos, un extenso y variado grupo de 

organismos microscópicos que existen como células aisladas o agrupaciones celulares. Una 

célula microbiana aislada es, en general, capaz de llevar a cabo sus procesos vitales de 

crecimiento, generación de energía y reproducción, independientemente de otras células, de la 

misma o diferente especie [9]. 
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A lo largo de muchos años de prácticas de laboratorio en microbiología, se han reconocido, 

publicado y codificado métodos para una caracterización fenotípica exhaustiva de 

microorganismos. Debido a que los fenotipos pueden cambiar o a que se pueden descubrir 

características bioquímicas adicionales que determinan que un microorganismo pierda una 

designación previa. El  esquema óptimo para la clasificación de bacterias sería aquel que sea 

filogenético, es decir, un esquema que refleje las relaciones evolutivas de los microorganismos. 

Este tipo de sistema de clasificación solo ha sido factible recientemente con la aplicación de 

técnicas moleculares y genéticas a las sistemáticas bacterianas [24].

Objetivos

i) Objetivo General

Caracterizar cinco cepas bacterianas halófilas y halotolerantes con capacidad de hidrolizar 

diferentes fuentes de almidón mediante la producción de amilasas. 

ii) Objetivos Específicos

�x Determinar las características morfológicas, bioquímicas y metabólicas de cinco cepas 

halófilas y halotolerantes con capacidad amilolítica. 

�x Establecer los rangos físico-químicos óptimos de: pH, temperatura, y concentración de sal 

(NaCl), en el crecimiento de cada una de las cepas.

�x Determinar el substrato y el tiempo óptimo para una mayor producción enzimática para 

cada una de las cepas. 

Hipótesis

Existen diferencias morfológicas, bioquímicas  y enzimáticas entre las cinco cepas bacterianas capaces de 

producir enzimas amilasas.

II. Materiales y Métodos

1) Caracterización morfológica de la colonia,  por medio de un estéreo microscopio se 

caracterizó teniendo en cuenta su: forma, elevación, borde, superficie, color y consistencia.

2) La Pared celular, de las cepas fue caracterizada por la tinción de Gram. y Tinción Zhiel-

Neelsen. 

3) Pruebas bioquímicas, fueron realizadas a las cepas entre ellas: catalasa, oxidasa, Fuentes de 

carbono, TSI, motilidad, Citrato Simmons, etc. Son pruebas comerciales listas para su uso.



6

4) Crecimiento Bacteriano, donde se determinó la concentración óptima de NaCl, pH y 

Temperatura  para un óptimo de crecimiento de las 5 cepas halófilas – halotolerantes.

�x Para estas pruebas,  las cepas fueron inoculadas en medio HM (anexos 1). Con 

diferentes concentraciones de NaCl: 0%, 3%, 5%, 10% y 15% de NaCl con pH 7.5, se 

incubaron a 30 °C.   Posteriormente las cepas fueron inoculadas nuevamente en un 

medio HM  con la concentración óptima de sal hallada para cada cepa, pero con 

variaciones en el pH: 3, 5, 7, 9 y 10. se incubaron a 30 °C.

�x El inóculo fue de 10 ml de medio HM en un  tubo falcón por triplicado; las cepas fueron 

incubadas a 30 °C y agitadas a  200rpm.

�x Una vez que se determinó la concentración óptima de NaCl y su respectivo pH  para un 

mayor crecimiento. Se  modificó la temperatura de incubación a 42°C, luego a 55°C. 

�x El crecimiento se determinó midiendo OD (densidad óptica) a 600nm en un 

espectrofotómetro (Anexos 3) después de 48 horas de cultivo.

5) Producción de amilasas por las cepas seleccionadas: se estudió la influencia del substrato 

(almidón de papa, yuca, maíz) en la producción de amilasas y se determinó el substrato 

óptimo en un tiempo de cultivo determinado para una mayor actividad enzimática. 

Preparación y extracción del extracto de crudo enzimático

�x Preparación del inóculo. Se preparó 150ml de caldo de cultivo HM (Anexos 1), sin 

peptona ni glucosa; se añadió 2% de almidón de papa, yuca ó maíz, respectivamente; el  

pH del medio de cultivo fue ajustado a 7.5, las cepas fueron inoculadas en 30 ml del 

medio e  incubadas a 30°C y 200rpm de agitación por 24 horas.

�x Medio para la producción de amilasas. Se prepararon 800ml de caldo de cultivo HM, 

se añadió  2% de almidón, no se utilizó peptona ni glucosa, el pH fue ajustado a 7.5. Se 

dividió 160ml de caldo de cultivo para cada una de las 5 cepas, se añadió NaCl para las 

halófilas. Posteriormente se inoculo 2ml del inoculo a cada matraz, fueron incubadas a 

30°C y 200rpm de agitación por el tiempo requerido.

�x Toma de muestras. Se tomó muestra diferentes intervalos de tiempo de los matraces de 

producción en microtubos; las muestras se centrifugaron a 7000 rpm. por 10min para 

separar las cepas bacterianas del medio de cultivo. Los sobrenadantes resultantes fueron 

guardados, para su posterior análisis y estudio.
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�x Cuantificación enzimática por el método colorimétrico DNS.

Actividad Enzimática. Se prepararon 5 tubos de ensayo con tapa rosca para cada 

bacteria y además dos tubos en los que no se inoculó ningún microorganismo que se 

utilizó como blanco. Se preparó Buffer TRIS HCL (Ver anexos 2). En 5 tubos se añadió  

200�Pl del sobrenadante (crudo enzimático)  + 400�Pl Buffer (Tris HCl + Almidón al 

0.5%), en los dos Blancos se añadieron 200�Pl de Buffer Tris HCl +   400�Pl Buffer (Tris 

HCl + Almidón al 0.5%). La mezcla se incubó  a 50 °C por 10minutos, posteriormente 

se añadió 1ml de DNS (anexos 3) que se incubó por 10min en baño Maria 6 tubos (5 

cepas y 1 blanco) excepto un blanco. Se enfriaron los tubos a temperatura ambiente, se 

agregó 5.33 ml de H2O, se leyeron las absorbancias con muestras por triplicado a 540 

nm.,  en un espectrofotómetro.

III. Resultados y Discusión

1) Caracterización morfológica. Las cinco cepas presentan una forma circular, con una 

elevación convexa de borde entero y superficie lisa. Las cepas Lv14 y LB14 presentan 

una consistencia viscosa en cambio las cepas LB7 y Lv26 tienen una consistencia seca, y 

por último la cepa Lc6 presenta una consistencia mucosa. Respecto al color, las cinco 

cepas muestran características diferentes,  Lv14 tiene un color rojo claro, Lc6 es rosada, 

LB7 es de color tumbo, la cepa Lv26 es amarilla y la cepa LB14 presenta un color rojo 

intenso.

Morfología/Cepa Lv 14 Lc 6 LB 7 Lv 26 LB 14

Forma Circular Circular Circular Circular Circular

Elevación Convexa Convexa Convexa Convexa Convexa

Borde Entero Entero Entero Entero Entero

Superficie Lisa Lisa Lisa Lisa Lisa

Consistencia Viscosa Mucosa Seca Seca Viscosa

Pigmento Rojo-claro Rosada Tumbo Amarilla Rojo-intenso

Cuadro 1. Caracterización morfológica

2) Caracterización de la Pared Celular. Las cinco cepas resultaron positivas a la tinción de 

Gram., cinco cepas presentan forma de cocos. Para la tinción de Zhiel Neelsen las cinco 

cepas resultaron acido alcohol resistente negativa.
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3) Caracterización Bioquímica

Las características bioquímicas determinadas para las cepas aisladas en este estudio se 

muestran en el cuadro 3. Todas las cepas muestran reacciones positivas para los ensayos 

de: catalasa, oxidasa, reducción de nitratos a nitritos, citrato de Simmons, TSI y 

reacciones negativas para los ensayos de: McConkey, Saburoud, manitol sal, lisina, 

motilidad, Tween 40, Tween 80 y Vancomicina.

Prueba/Cepa Lv 14 Lc6 LB 7 Lv 26 LB 14

Catalasa + + + + +

Oxidasa + + + + +

Ureasa – sal + **V+ **V+ **V+ -

NO3- NO2 + + + + +

Tween 40 - - - - -

Tween 80 **V+ - - - -

Motilidad - - - - -

C. Simmons + + + + +

*Glucosa + + + + +

* Sacarosa + + + - +

* Lactosa + + - - -

Lisina - - - - -

Manitol-sal - - - - -

Almidón + + + + +

Saburoud - - - - -

McConkey - - - - -

Vancomicina - - - - -

42º + + + + -

Luz UV Opaco Opaco Opaco opaco Opaco

Cuadro 2. Pruebas bioquímicas,*Azúcares determinados en base a agar TSI, ** V+ Los ensayos 

muestran resultados variables.
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4) Crecimiento Bacteriano

CEPASTolerancia y rango de 
crecimiento óptimo de las 

cepas Lv 14 Lc-6 LB 7 Lv26 LB 14
Rango Sal NaCl (%) 0 – 15 0 – 15 0 – 15 0 - 15 0 – 15

(%) NaCl  óptimo 0 – 6 0 – 6 3 – 6 3 – 6 3 – 6

Rango pH 5 – 10 5 – 10 5 – 10 5 - 10 5 – 10

pH óptimo 7.5 – 8 7.5 – 8 7.5 – 8.5 7.5 – 8.5 7.5 – 8.5

Rango Temp. °C 20 – 50 20 – 50 20 – 50 20 – 50 20 – 50

Temp. Optima 30 – 35 30 35- 40 30 30

Cuadro 3.Determinación de la tolerancia a diferentes rangos de pH, temperatura y concentración de 

NaCl y el crecimiento óptimo de las 5 cepas aisladas en estos rangos.

De acuerdo al Cuadro 3 se observa, que la cepas LC-6 y LV 14 muestran un crecimiento 

óptimo con una concentración 0 a 5% (w/v)  de NaCl, según [6] son denominados

halotolerantes. Para las cepas LB7, LV26 y LB14 se determinó que el crecimiento óptimo se 

da, en concentraciones de  3 a 6% NaCl (w/v) y  fueron capaces de crecer en la mayoría de 

los casos, por encima de 10% (w/v) de sal, así, ellos pudieron ser clasificados como bacterias 

halófilas moderadas, acordando a la clasificación propuesta por [6], a mayores 

concentraciones de NaCl que las indicadas, se observó una disminución en el crecimiento 

bacteriano [13]. En cuanto al pH se observó un crecimiento óptimo para las cepas Lv14 y Lc6 

de 7.5 a 8; para las cepas LB7, LV26 y LB14 un pH de 7.5 a 8.5 determinándose que todas 

las cepas son neutrófilas. Se determinó que la temperatura óptima de crecimiento de las cepas 

LC-6, LV26, LB14, es 30 ºC, para la cepa LV14 esta temperatura oscila entre 30 a 35º y para 

la cepa LB7 la temperatura óptima varía de 35 a 40 ºC, las cinco cepas están dentro la 

clasificación de los microorganismos mesófilos.

5) Producción de Amilasas por las cepas seleccionadas.
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Figura 1. Determinación de la actividad enzimática en diferentes fuentes de
                             almidón: maíz, papa, yuca. Para cada cepa.

Actividad EnzimáticaCepa

Substrato Tiempo

Cultivo

(horas)

(U)

(mmol/min)

(U)

(U/g)

Lc6 yuca 48 0.788 394
Lv14 yuca 48 0.603 302

LB14 maíz 30 0.105 52.5

LB7 yuca 30 0.105 52.3

Lv26 maíz 30 0.099 50

Cuadro 4.Actividad enzimática, máximos obtenidos por las cepas seleccionadas.

Según el cuadro 4, se observa que las cepas Lc6 y Lv14 son las cepas que tienen mayor 

producción enzimática, el mejor substrato es yuca  para las cepas Lc6, Lv14 y LB7, para las 

cepas LB14 y Lv26 es maíz, aunque los valores obtenidos con yuca están muy cercanos a los del 

maíz.
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[20], indica que una estabilidad de las condiciones óptimas de crecimiento, que influyen para un 

alto rendimiento de actividad amilásica, son: i) presencia o ausencia de almidón en el medio de 

crecimiento, ii) el tiempo de cultivo del medio o la edad del cultivo, iii) la salinidad del medio de 

crecimiento, y  iv) la presencia o ausencia de glucosa. 

La composición y la concentración de fuentes de carbono en el medio de cultivo, afectan el 

crecimiento y la producción de las amilasas extracelulares de varias cepas [26]. El medio de 

producción de amilasas solo contenía almidón y extracto de levadura como fuentes de carbono; 

por tanto las cepas fueron inducidas a producir amilasas para que hidrolicen el almidón, y así 

obtener fuentes de carbono de estructura sencilla asimilables por la bacteria.

[25], utilizó diferentes substratos sólidos para efectuar la producción de enzimas, una alta 

actividad amilásica 261 U/g  fue obtenida en un medio conteniendo cáscara de trigo como 

substrato; La cepa Thermomyces  lanuginosus produce altos niveles de enzima 262 U/g a 120h de 

incubación  [27], Micrococcus halobius tiene  una actividad especifica de 21.2 U/mg [27].  La 

cepa Lc6 con una actividad de  (0.788 mmol/min. = 394 U/g) y la cepa Lv14 con (0.603 

mmol/min. = 302 U/g), ambas con un tiempo de incubación de 48 horas, estas dos cepas  

presentan una mayor actividad en un menor tiempo, lo que indica que estas cepas tienen un 

potencial capaz de competir con cepas descritas a nivel internacional.

En la búsqueda de un substrato óptimo, para una mayor producción de amilasas, en un menor 

tiempo y bajo costo económico, se utilizó almidón de yuca por ser una raíz que esta ampliamente 

distribuido en ecosistemas tropicales de nuestro país, la papa se encuentra en la zona Andina y 

maíz, el cual es substrato referencia por distintos autores.

IV. Conclusiones

�x Se determinaron las características morfológicas, bioquímicas y metabólicas, las que nos 

indican que las cepas son cocos Gram (+), halófilas moderadas halotolerantes, de pH 

neutro a alcalino con temperaturas moderadas de 30 a 40 ºC por tanto son mesófilas, 

mediante las pruebas bioquímicas se llegó a establecer que las cepas en estudio podrían 

pertenecer a los géneros: Micrococcus, Kocurea, Salinicoccus y Nesterenkonia. Un 
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análisis del 16sRNA nos permitirá  llevar a cabo una completa identificación de las 

cepas aisladas.

�x Se estableció que las cepas Lc6 y Lv14 son las que tienen mayor actividad enzimática a 

partir del almidón proveniente de yuca a las 48 de cultivo. Las demás cepas presentaron 

menor actividad enzimática pero no dejan de ser importantes. El paso siguiente es la 

purificación de las enzimas para determinar si esta actividad hallada es capaz de resistir 

variaciones físico químicas muy comunes en procesos industriales.  
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VI. Anexos

1. Medio de cultivo HM. Este medio tiene los siguientes reactivos: Extracto de levadura, 

peptona, glucosa, cloruro de potasio (KCl), sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO4

– 7H2O), cloruro de cálcio dihidratado (CaCl2 – 2H2O), bromuro de sodio, cloruro de 

sodio (NaCl), agar bacteriológico (medio sólido). 

2. Tris HCl:  Buffer  pH 7.5: , Para 200ml: 50ml de 0.2M Tris-HCl, 41.4 ml de 0.2M de 

HCl, 108.6 ml de H2O.

3. 3,5 Acido  Dinitro Salicilico (DNS): Método colorimétrico para la determinación de 

actividad enzimática y azúcares reductores. Preparación: Disolver 10g de 35 ácido 

dinitro-salicilico en 500 ml  al 2% de NaOH, añadir 2g de fenol, más 0.5 g de Na2SO3, 

calentar hasta 90°C, disolver 200 g  sal de Rochelle, enfriar y añadir 500ml de Agua 

destilada, por ultimo añadir 6 a 8 pastillas de NaOH(pa).


