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Resumen 

Título: Evaluación de la viabilidad de cepas de Bacillus preservadas en glicerol y caracterización 

de su actividad hidrolítica* 

Autor: Clara Sofía Mosquera Rodríguez** 

Palabras Clave: Actividad hidrolítica, Bacillus, Criopreservación, Enzimas, Viabilidad.  

Descripción: Este estudio evaluó la viabilidad de cepas bacterianas del género Bacillus preservadas 

en el cepario del Laboratorio de Microbiología y Mutagénesis Ambiental (LMMA) de la Universidad 

Industrial de Santander (UIS). Asimismo, se caracterizó la actividad hidrolítica de las cepas viables 

mediante pruebas enzimáticas específicas para amilasa, DNasa, gelatinasa y celulasa. Las cepas fueron 

sometidas a procesos de curación y preservación de acuerdo con el protocolo establecido del 

laboratorio, y posteriormente cultivadas en medios específicos para la evaluación de su actividad 

enzimática. Los resultados evidenciaron una alta viabilidad (96%) de las cepas evaluadas. Las cepas 

estudiadas mostraron relevante actividad hidrolítica con porcentajes por actividad enzimática como 

sigue: amilasa (42%), gelatinasa (68%) y celulasa (82%). En el estudio se destacaron estirpes 

bacterianas por su capacidad hidrolítica diversa como son: B. cereus UIS0036, Bacillus sp. UIS0037, 

B. thuringiensis UIS0038, B. cereus UIS0040, B. subtilis UIS0058, Bacilli sp. UIS0087 y B. 

paramycoides UIS0253; las cuales resultaron positivas en tres de las cuatro enzimas evaluadas. 

Ninguna cepa bacteriana mostró actividad DNasa. En conjunto, estos resultados aportan información 

relevante sobre la capacidad hidrolítica de las cepas del género Bacillus preservadas en la colección 

LMMA-UIS, resaltando su importancia como recursos biológicos de utilidad en diversas industrias y 

como una alternativa sostenible en procesos de bio-remediación ambiental.  

*Trabajo de Grado 

** Facultad de Ciencias. Escuela de Biología. Director: Jorge Luis Fuentes Lorenzo. Doctor en Ciencias Agrícolas. Codirector: Diego Armando 

Villamizar Mantilla. Maestro en Ciencias 
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Abstract 

 

Title: Evaluation of the Viability of Bacillus Strains Preserved in Glycerol and Characterization 

of Their Hydrolytic Activity. 

Author: Clara Sofía Mosquera Rodríguez 

Keywords: Enzymes, Hydrolytic activity, Bacillus, Cryopreservation, Viability. 

Description: This study evaluated the viability of bacterial strains of the genus Bacillus preserved in 

the culture collection of the Laboratory of Environmental Microbiology and Mutagenesis (LMMA) at 

the Industrial University of Santander (UIS). In addition, the hydrolytic activity of the viable strains 

was characterized through specific enzymatic assays for amylase, DNase, gelatinase, and cellulase. 

The strains were subjected to curing and preservation processes according to the laboratory’s 

established protocol and were subsequently cultured in specific media to evaluate their enzymatic 

activity. The results revealed a high viability (96%) among the evaluated strains. The studied strains 

exhibited notable hydrolytic activity, with the following percentages for each enzymatic activity: 

amylase (42%), gelatinase (68%), and cellulase (82%). Several bacterial strains were highlighted for 

their diverse hydrolytic capacity, including B. cereus UIS0036, Bacillus sp. UIS0037, B. 

thuringiensis UIS0038, B. cereus UIS0040, B. subtilis UIS0058, Bacillus sp. UIS0087, and B. 

paramycoides UIS0253, which tested positive for three of the four enzymes evaluated. No bacterial 

strain showed DNase activity. Overall, these results provide relevant information about the hydrolytic 

capacity of Bacillus strains preserved in the LMMA-UIS collection, highlighting their importance as 

biological resources with potential applications in various industries and as a sustainable alternative in 

environmental bioremediation processes. 

*Degree Work. 

**Faculty of Sciences. School of Biology. Director: Jorge Luis Fuentes Lorenzo, PhD in Agricultural Sciences. Codirector: Diego Armando 

Villamizar Mantilla, MSc in Sciences. 
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Introducción 

La crio-preservación de cepas bacterianas en colecciones de cultivos es un aspecto 

fundamental para la investigación microbiológica, que garantiza la disponibilidad de estos recursos 

esenciales para la industria biotecnológica y la sanidad ambiental. Entre los crio-preservantes más 

empleados para este fin se encuentra el glicerol, el cual permite mantener la viabilidad celular 

durante los procesos de congelación y almacenamiento a bajas temperaturas. Diversos estudios 

han demostrado que las condiciones de almacenamiento en glicerol, tales como la concentración 

utilizada y la temperatura de congelación, pueden influir de manera significativa en la viabilidad 

y en la estabilidad metabólica de las cepas bacterianas (Hennerbichler et al., 2006; Rivera et al., 

2020; Saegeman et al., 2007).  

El género Bacillus se ha consolidado como un recurso de gran importancia en el ámbito 

biotecnológico, especialmente debido a su capacidad para producir una variedad de enzimas 

hidrolíticas que son esenciales en múltiples aplicaciones industriales y ambientales. Estas enzimas 

(Ej: amilasas, lipasas, proteasas, celulasas, etc.) son cruciales en sectores que abarcan desde la 

agricultura hasta la industria alimentaria, textil y farmacéutica (Vojcic et al., 2012; Розанов et al., 

2021). La creciente necesidad de procesos industriales más sostenibles y eficientes ha llevado a un 

interés renovado en el uso de microorganismos como las especies de Bacillus para la producción 

de enzimas que pueden reemplazar o complementar los tradicionales métodos químicos (Linh et 

al., 2025; Arbab et al., 2021).  

La actividad hidrolítica de las cepas de Bacillus es fundamental debido a su capacidad para 

catabolizar diversos sustratos, facilitando así la degradación de biomasa y la transformación de 

compuestos complejos en productos con valor agregado. Por ejemplo, la producción de enzimas 

como la amilasa permite la conversión de almidones en azúcares fermentables, lo que es crucial 
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en la industria del biocombustible y alimentación animal (Acharya & Subedi, 2025; Alves et al., 

2002). Varios estudios han indicado que la eficiencia en la producción de estas enzimas por parte 

de especies de Bacillus puede ser optimizada mediante el uso de subproductos agroindustriales 

como sustratos, lo que no solo reduce costos, sino que también incorpora un enfoque de economía 

circular a la biotecnología (Barros et al., 2013; Linh et al., 2025; Dujković et al., 2023). Esta 

sinergia entre la necesidad industrial de enzimas y el uso sostenible de recursos subraya la 

relevancia del estudio de las cepas de Bacillus.  

La evaluación del potencial biotecnológico de las cepas de Bacillus, específicamente las 

que se preservan en glicerol, resulta crucial en este contexto. La preservación adecuada de estas 

cepas asegura su viabilidad y funcionalidad en condiciones industriales. Investigaciones recientes 

han demostrado que el uso de crioprotectores como el glicerol puede mejorar significativamente 

la actividad enzimática post-congelación, permitiendo que estas bacterias mantengan su capacidad 

hidrolítica (He et al., 2023; Dhyani et al.,2017). Además, el desarrollo de métodos de 

transformación más eficientes de estas cepas podría facilitar la ingeniería de características 

deseadas, como un aumento en la producción enzimática o la resistencia a condiciones adversas 

(Vojcic et al., 2012; Veras et al., 2018; Ruginescu et al., 2020). Tal “ingenierización” puede ser la 

clave para mejorar la competitividad de las enzimas producidas por Bacillus en el mercado 

industrial.  

La presente investigación se centra en la evaluación de la viabilidad de cepas de Bacillus 

preservadas en glicerol en la colección LMMA-UIS y la caracterización de su actividad hidrolítica, 

entendiendo que estas características no solo son relevantes desde el punto de vista académico, 

sino que tienen aplicaciones directas en la industria. Un mejor entendimiento de cómo influye la 

preservación en la funcionalidad enzimática podría abrir nuevas vías para la aplicación de estas 
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enzimas en distintas industrias. Así, la investigación no solo busca contribuir al conocimiento 

científico sobre la Biología y manejo en colecciones de cepas de Bacillus, sino que también 

pretende ofrecer soluciones prácticas a los desafíos del sector industrial contemporáneo, resaltando 

la importancia de la biotecnología microbiana en la búsqueda de procesos más eficientes y 

sostenibles. 
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1. Objetivos 

1.1    Objetivo General 

Evaluar la viabilidad de cepas bacterianas del género Bacillus criopreservadas en glicerol y 

caracterizar su actividad hidrolítica.  

1.2 Objetivos Específicos 

1. Determinar la viabilidad de las cepas del género Bacillus criopreservadas en glicerol 

mediante su reactivación bajo condiciones controladas de laboratorio. 

2. Caracterizar la actividad hidrolítica de las cepas viables del género Bacillus mediante la 

realización de pruebas enzimáticas específicas.  

 

2. Competencias de la pasantía  

Se adquirieron habilidades en el manejo de cepas de colección, incluyendo su reactivación 

y criopreservación.  

Se adquirieron habilidades en el análisis de la capacidad enzimática de diferentes cepas del 

género Bacillus, así como en la evaluación de los factores que influyen en su producción. 

 

3. Materiales y métodos 

3.1 Material biológico 

Se evaluó la viabilidad de 53 cepas del género Bacillus (Tabla 1), previamente crio-

preservadas en una solución de glicerol al 30 % sobre un sustrato de zeolita y almacenadas a  −80 

°C en el cepario del LMMA–UIS. Se estudiaron cepas de las siguientes especies: Bacillus cereus, 
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Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus paramycoides, Bacillus safensis, Bacillus 

subtilis, Bacillus thuringiensis, Bacillus sp. 1, Bacillus sp. 2, Bacillus sp. 3, Bacillus sp. 4, Bacillus 

sp. 5, Bacillus sp. 6, así como ocho (8) estirpes bacterianas identificadas solo al nivel de clase 

Bacilli. Las estirpes (Bacillus sp. 1  Bacillus sp.6) corresponden a cepas del género Bacillus en 

proceso de identificación taxonómica para su posterior asignación a nivel de especie. Los códigos 

y el número de cepas estudiadas del cepario LMMA-UIS son descritos en la Tabla 1. Información 

sobre su origen, puede encontrarse en el Sistema de Información sobre la Biodiversidad de 

Colombia (https://doi.org/10.15472/uq6pal).   

 

Tabla 1.  

Listado de cepas evaluadas con su respectivo etiquetado del cepario LMMA – UIS.   

Taxon (species) N0 No. UIS 

Bacillus cereus 9 UIS0036, UIS0040, UIS0044, 

UIS0167, UIS0175, UIS0214, 

UIS0244, UIS0256, UIS0257 

Bacillus licheniformis 12 UIS0039, UIS0071, UIS0072, 

UIS0073, UIS0074, UIS0077, 

UIS0165, UIS0192, UIS0194, 

UIS0195, UIS0196, UIS0241 

Bacillus megaterium 1 UIS0181 

Bacillus paramycoides 1 UIS0253 

Bacillus safensis 2 UIS0047, UIS0051 

Bacillus subtilis 10 UIS0042, UIS0046, UIS0048, 

UIS0053, UIS0055, UIS0056, 

https://doi.org/10.15472/uq6pal
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UIS0058, UIS0060, UIS0062, 

UIS0064 

Bacillus thuringiensis 2 UIS0038, UIS0041 

Bacillus sp.1 1 UIS0037 

Bacillus sp.2 2 UIS0075, UIS0078 

Bacillus sp.3 1 UIS0079 

Bacillus sp.4 1 UIS0242 

Bacillus sp.5 1 UIS0246 

Bacillus sp.6 1 UIS0247 

Bacilli* 8 UIS0061, UIS0083, UIS0084, 

UIS0085, UIS0086, UIS0087, 

UIS0088, UIS0254 

*Cepas del grupo Bacilli las cuales no cuentan con secuenciación del gen 16S rRNA. Nota: Cepas trabajadas del 

cepario LMMA-UIS criopreservadas. N0: Número de cepas preservadas, No. UIS: Número de registro en el cepario 

LMMA-UIS. 

 

3.2 Medios de cultivo 

Se emplearon diferentes medios de cultivo manteniéndose, en la mayoría de los casos, el mismo 

medio usado para el aislamiento de cada cepa. Esta información fue extraída del estándar Darwin 

Core. Los medios de cultivo utilizados fueron: medio mínimo de sales M9 (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, USA), M9 suplementado con extracto de levadura (M9Y), medio mínimo de sales M9 con 

extracto de levadura y acetato (M9Y + acetato), medio mínimo de sales M9 con extracto de 

levadura y glicerol (M9Y + glicerol), medio mínimo de sales M9 con extracto de levadura y 

glucosa (M9Y + glucosa), Medio Clostridial Reforzado o RCM (Oxoid LTD, Basingstoke, 

England), medio Sulfuro-Indol-Motilidad o SIM (Merck, Darmstadt, Germany) y caldo nutritivo 
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o CN (Merck, Darmstadt, Germany). Estos medios fueron preparados en tubos Falcon de 15 mL, 

usando la cantidad indicada de cada medio en agua destilada. Los medios solidificados (15 g de 

agar/L) se prepararon en cajas de Petri a razón de 30 mL por caja. Todos los medios fueron 

esterilizados en autoclave durante aproximadamente 20–25 minutos a 1 atm. 

Para activar las cepas crio-preservadas, se siguió el protocolo establecido en el laboratorio. 

Inicialmente, se inoculó el contenido de los crioviales de cada cepa en su respectivo medio de 

cultivo indicado anteriormente. La pureza de las cepas se verificó mediante siembra por estría de 

agotamiento, con el fin de detectar la posible presencia de contaminantes a partir de la observación 

de su uniformidad de colonias. Posteriormente, las colonias obtenidas fueron usadas para la tinción 

de Gram con el fin de confirmar la pureza de la cepa evaluando la morfología celular. Una vez 

comprobada la pureza, se seleccionó una colonia y se inoculó en un medio líquido específico para 

cada cepa. Los cultivos fueron crecidos en incubadoras microbiológicas a 37 °C. Una vez se 

evidenció crecimiento bacteriano, determinado por la turbidez del medio, se realizó nuevamente 

una tinción de Gram para verificar la pureza de las cepas. Por último, se llevó a cabo el proceso de 

crio-preservación usando el protocolo vigente de la colección; esto es: 30% de glicerol sobre un 

sustrato de zeolita y almacenamiento a −80 °C en el cepario del LMMA–UIS. 

 

3.3 Viabilidad cepas Bacillus 

Para la evaluación de la viabilidad de las cepas del género Bacillus, se registraron los datos de 

viabilidad de un total de seis (6) crioviales (copias) por cepa bacteriana. Así, se registró: N0 = 

Número de total cepas almacenadas, N1 = Número total de cepas viables y S (%) = Supervivencia, 

expresada en porcentaje, calculada dividiendo el número de cepas viables entre el número de cepas 

almacenadas y multiplicando por 100. Con base en los tiempos de almacenamiento de las cepas 
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viables, se calculó su promedio de viabilidad (AV) en años por especie microbiana. También se 

calculó el promedio de viabilidad corregido (VAC) con la fracción de supervivencia, que representa 

el tiempo (años) en que sobreviven todas las cepas de cada especie. 

3.4 Evaluación actividad hidrolítica Bacillus 

Se realizó la evaluación de la actividad hidrolítica de las cepas viables del 

género Bacillus mediante el análisis de cuatro enzimas: amilasa, DNasa y gelatinasa y celulasa. 

(ver apéndice A).  

La preparación de los medios y los protocolos empleados para la evaluación de la actividad 

hidrolítica de las enzimas amilasa (Merck, Darmstadt, Germany), DNasa (Oxoid, Hampshire, 

England), y gelatinasa (Merck, Darmstadt, Germany), se basaron en las indicaciones del fabricante 

de cada uno de los medios de cultivo específicos.  La preparación del medio carboximetilcelulosa 

(CMC) para la prueba celulasa se desarrolló según indicó Rawway et al. (2018). Se usaron cajas 

Petri divididas en dos secciones, donde cada división requirió 11 mL del medio correspondiente 

para su preparación.  

La siembra de cada cepa se realizó trazando una línea recta sobre el medio con un asa 

bacteriológica. Las cajas se incubaron durante aproximadamente 24–48 horas, dependiendo del 

crecimiento de cada cepa en una incubadora microbiológica a 37 °C. Una vez evidenciado el 

crecimiento bacteriano se llevó a cabo el proceso de revelado para cada actividad enzimática.  

Para la evaluación de la hidrólisis del almidón, se añadió Lugol (2 mL) sobre el medio y se 

dejó reposar durante aproximadamente 3–5 minutos. La actividad amilolítica se evidenció por la 

presencia de un halo transparente alrededor del crecimiento bacteriano, mientras que el fondo del 

medio adquirió una coloración oscura debido a la reacción del yodo con el almidón no hidrolizado. 

La hidrólisis de gelatinasa se evidenció directamente sobre el medio con gelatina y agar sin 
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revelado. Una prueba con resultado positivo tras 24 horas de incubación muestra la formación de 

un halo transparente alrededor del crecimiento bacteriano y el resto del medio presentaba una 

coloración ligeramente blanquecina. Una prueba con resultado negativo muestra todo el medio, 

incluida la zona de crecimiento, con una apariencia blanquecina uniforme. Para la detección de 

actividad de DNasa, se adicionó HCl (1 M) al medio de cultivo, lo que permite evidenciar la 

formación de un halo claro alrededor del crecimiento bacteriano. Por último, la detección de 

actividad celulasa se llevó a cabo según la metodología descrita por Rawway et al. (2018). El 

cultivo se dejó crecer 48 horas y luego se evidencio la actividad celulasa (hidrolisis de 

carboximetilcelulosa (ChemCruz, Dallas, United States) empleando 0.1% de Rojo Congo como 

revelador y NaCl (1 M) como fijador.  Para aumentar el contraste, se colocaron las cajas Petri a 8 

°C en una nevera durante 24 a 48 horas. En todos los casos, las zonas de hidrolisis se constataron 

visualmente y se registró fotográficamente para cada actividad enzimática. 

Con el fin de tener una medida relativa de la capacidad hidrolítica de las estirpes estudiadas, 

se desarrollaron mediciones del ancho de los halos de hidrólisis formado en cada cepa y sustrato. 

A partir de las imágenes obtenidas, se determinó el ancho (mm) del halo en el punto más extendido 

y se establecieron rangos para clasificar la actividad enzimática así: A) ausencia de actividad (–) 

cuando no se observó halo de hidrólisis; B) actividad baja (+) para halos entre 1 y 3 mm; C) 

actividad moderada (++) para halos entre 4 y 6 mm; y D) actividad alta (+++) para halos iguales o 

mayores a 7 mm. 
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4. Resultados y Discusión 

En la Tabla 2 se presenta el porcentaje de viabilidad global y el tiempo promedio de 

viabilidad (VA), junto con el tiempo promedio corregido por fracción de supervivencia (VAC), 

para las especies del género Bacillus evaluadas tras el periodo de crio-preservación. En términos 

globales, de 52 cepas evaluadas 50 resultaron viables (S% = 96,15%), evidenciando una alta 

eficiencia del método de crio-preservación empleado para las estirpes estudiadas.  

Las especies bacterianas mostraron una viabilidad del 100%. Este comportamiento se 

observó en las especies Bacillus cereus, B. licheniformis, B. megaterium, B. paramycoides, B. 

safensis, B. subtilis, B thuringiensis, y en las estirpes identificadas solo al nivel de género (Bacillus 

sp.1–sp.6); cuyos valores de VA y VAC fueron muy similares. Por otra parte, las estirpes 

bacterianas identificadas solo al nivel de clase (Bacilli) presentaron una sobrevivencia del 75%; 

además, mostraron valores diferentes de VA = 10,7 años y VAC = 6.7 años. Esto indica una mayor 

susceptibilidad de este grupo frente al almacenamiento prolongado. 

 

Tabla 2.  

Porcentaje de viabilidad global y tiempo de viabilidad para las cepas de Bacillus. 

    Viability (year) 

 No. Taxon (species) ST (year) N0 N1 S (%) VA VAC 

1 Bacillus cereus 9 – 13 9 9 100 11.0 11.0 

2 Bacillus licheniformis 4.2 – 13.7 12 12 100 11.3 11.3 

3 Bacillus megaterium 12.0 1 1 100 12.0 12.0 

4 Bacillus paramycoides 9.0 1 1 100 9.0 9.0 

5 Bacillus safensis 13.7 2 2 100 13.7 13.7 

6 Bacillus subtilis 13.0 10 10 100 13.0 13.0 

7 Bacillus thuringiensis 13.7 2 2 100 13.7 13.7 
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8 Bacillus sp1. 13.7 1 1 100 13.7 13.7 

9 Bacillus sp2. 6.0 – 13.7 2 2 100 9.8 9.8 

10 Bacillus sp3. 13.7 1 1 100 13.7 13.7 

11 Bacillus sp4. 9.0 1 1 100 9.0 9.0 

12 Bacillus sp5. 9.1 1 1 100 9.1 9.1 

13 Bacillus sp6. 8.9 1 1 100 8.9 8.9 

14 Bacilli* 9.4 – 13.3 8 6 75 10.7 6.7 

                                        Total = 4.2 - 13.7 52 50 96.15% 11.3 10.9 

* Cepas del grupo Bacilli las cuales no cuentan con secuenciación del gen 16S rRNA.. 

Nota: Para cada especie se mostró: ST: El tiempo de crioconservación o almacenamiento en años.  

N0: Número de cepas conservadas por especie. N1: Número de cepas supervivientes. (%): Supervivencia expresada 

en porcentaje. VA: Los valores medios de viabilidad por especie. VAc: Los valores medios de viabilidad corregidos 

con la fracción de supervivencia, que representan el tiempo (años) en el que sobreviven todas las cepas de un grupo. 

 

Como se observa en los resultados, en general las diferentes cepas de Bacillus presentaron 

altos niveles de supervivencia, a pesar de haber permanecido almacenadas durante periodos 

prolongados en el cepario y de haber estado expuestas a condiciones adversas. Estos resultados 

confirman que la criopreservación constituye un método efectivo para la conservación de cepas de 

este género. Esto puede explicarse en gran medida por una ventaja biológica fundamental que 

presentan las especies del género Bacillus frente a muchas otras bacterias en el contexto de la 

preservación y el almacenamiento a largo plazo: su capacidad de formar endosporas. Esta 

característica permite entender por qué, al realizar una comparación retrospectiva con estudios de 

viabilidad llevados a cabo previamente en el LMMA con otras especies bacterianas, las cepas 

de Bacillus tienden a presentar porcentajes de viabilidad más altos. Durante la reactivación fue 
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posible observar crecimiento bacteriano con características morfológicas compatibles con este 

género, así como la presencia de estructuras esporuladas, como se muestra en el Apéndice A. 

Las endosporas bacterianas son estructuras de resistencia metabólicamente inactivas que 

confieren a estos microorganismos una protección extraordinaria frente a una amplia gama de 

condiciones ambientales adversas, incluyendo temperaturas extremas, desecación, radiación y 

agentes químicos. De manera particularmente relevante para el presente estudio, estas estructuras 

también les permiten tolerar condiciones de congelación y almacenamiento a temperaturas bajo 

cero (Jafari et al., 2016; Payne et al., 2024; Sorokulova et al., 2008). Este aspecto resulta 

especialmente importante si se considera la problemática presentada en el LMMA durante la 

pandemia y el posterior traslado a las nuevas instalaciones, periodo en el cual se registraron 

múltiples desconexiones eléctricas que dejaron neveras y congeladores sin energía y con un 

funcionamiento interrumpido durante periodos prolongados. A pesar de estas condiciones, una 

gran proporción de las cepas de Bacillus logró mantenerse viable (Figura 1). 
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Figura 1.  

Grafica porcentaje viabilidad cepas del género Bacillus. 

 

 

En la Tabla 3 se presentan los resultados de la actividad hidrolítica de las cepas viables del 

género Bacillus. En ella se muestran la especie, el código de la cepa y los niveles de actividad 

enzimática observados para amilasa, celulasa, DNasa y gelatinasa en las 50 cepas analizadas. Los 

resultados se expresan mediante categorías relativas de su actividad (–, +, ++ y +++), establecidas 

a partir del tamaño del halo de hidrólisis observado alrededor del crecimiento bacteriano. Ejemplos 

representativos de los controles positivos y negativos utilizados como criterio de interpretación 

para cada una de las pruebas enzimáticas se presentan en el Apéndice B. 

De manera general, se observó variabilidad en la actividad hidrolítica entre las cepas 

evaluadas. Los porcentajes de positividad para cada enzima fueron los siguientes: celulasa (82%), 

gelatinasa (68%), amilasa (42%) y DNasa (0%). Las actividades celulolítica y gelatinolítica fueron 

las más frecuentes, mientras que no se evidenció actividad DNasa en las cepas analizadas. 
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Tabla 3. 

 Resultados sobre la actividad hidrolítica para las cepas del género Bacillus estudiadas. 

Especie Código A.H Amilasa A.H Celulasa A.H Dnasa A.H gelatinasa 

B. cereus UIS0036 + +++ - +++ 

Bacillus sp.1 UIS0037 ++ + - +++ 

B. thuringiensis UIS0038 + ++ - +++ 

B. licheniformis UIS0039 - + - - 

B. cereus UIS0040 +++ ++ - +++ 

B. thuringiensis UIS0041 - ++ - +++ 

B. subtilis UIS0042 - - - - 

B. cereus UIS0044 - ++ - +++ 

B. subtilis UIS0046 ++ - - +++ 

B. safensis UIS0047 + - - +++ 

B. subtilis UIS0048 - - - +++ 

B. safensis UIS0051 - - - +++ 

B. subtilis UIS0053 - - - +++ 

B. subtilis UIS0055 ++ + - - 

B. subtilis UIS0056 - ++ - + 

B. subtilis UIS0058 + ++ - + 

B. subtilis UIS0060 - + - + 

B. subtilis UIS0062 - + - + 

B. subtilis UIS0064 - ++ - - 
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B. licheniformis UIS0071 - ++ - + 

B. licheniformis UIS0072 - ++ - - 

B. licheniformis UIS0073 + +++ - - 

B. licheniformis UIS0074 + +++ - - 

Bacillus sp.2 UIS0075 + ++ - - 

B. licheniformis UIS0077 + +++ - - 

Bacillus sp.2 UIS0078 + ++ - + 

Bacillus sp.3 UIS0079 - ++ - ++ 

Bacilli UIS0084 - +++ - + 

Bacilli UIS0085 - ++ - - 

Bacilli UIS0086 - + - - 

Bacilli UIS0087 + ++ - + 

Bacilli UIS0088 - + - - 

B. licheniformis UIS0165 - ++ - - 

B. cereus UIS0167 + ++ - ++ 

B. cereus UIS0175 - ++ - + 

B. megaterium UIS0181 - + - ++ 

B. licheniformis UIS0192 - ++ - + 

B. licheniformis UIS0194 - ++ - + 

B. licheniformis UIS0195 + - - +++ 

B. licheniformis UIS0196 + + - - 

B. cereus UIS0214 - ++ - - 

B. licheniformis UIS0241 + ++ - ++ 
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Bacillus sp.4 UIS0242 - + - +++ 

B. cereus UIS0244 + - - +++ 

Bacillus sp.5 UIS0246 - ++ - + 

Bacillus sp.6 UIS0247 - +++ - + 

B. paramycoides UIS0253 ++ ++ - + 

Bacilli UIS0254 - ++ - + 

B. cereus UIS0256 - ++ - - 

B. cereus UIS0257 - + - ++ 

 

Nota: (–) ausencia de actividad; (+) actividad baja; (++) actividad moderada; (+++) actividad alta, de acuerdo con 

el tamaño del halo de hidrólisis observado alrededor de la colonia bacteriana. 

 

En el estudio se destacaron estirpes bacterianas por su capacidad hidrolítica diversa como 

son: B. cereus UIS0036, Bacillus sp. UIS0037, B. thuringiensis UIS0038, B. cereus UIS0040, B. 

subtilis UIS0058, Bacilli sp. UIS0087 y B. paramycoides UIS0253; las cuales resultaron positivas 

en tres de las cuatro enzimas evaluadas. Por actividad enzimática las más promisorias fueron: 

Amilasa (B. cereus UIS0040); Celulasa (B. cereus UIS0036, B. licheniformis UIS0073, B. 

licheniformis UIS0074, B. licheniformis UIS0077, Bacilli UIS0084, Bacillus sp. UIS0247); 

Gelatinasa (B. cereus UIS0036, Bacillus sp. UIS0037, B. thuringiensis UIS0038, B. cereus 

UIS0040, B. thuringiensis UIS0041, B. cereus UIS0044, B. subtilis UIS0046, B. safensis UIS0047, 

B. subtilis UIS0048, B. safensis UIS0051, B. subtilis UIS0053, B. licheniformis UIS0195, Bacillus 

sp. UIS0242, B. cereus UIS0244). Estos resultados indican que la actividad gelatinasa fue la mejor 

representada en el género bacteriano estudiado. Las imágenes correspondientes a las pruebas 

enzimáticas realizadas para cada una de las 50 cepas evaluadas se presentan en el Apéndice C. 
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Dado que el género Bacillus ha sido ampliamente reconocido en la literatura científica 

como uno de los principales productores de enzimas hidrolíticas extracelulares de relevancia 

biotecnológica e industrial, era esperable encontrar una alta positividad en la mayoría de las 

actividades enzimáticas evaluadas. La capacidad de estas bacterias para secretar al medio 

extracelular un amplio espectro de hidrolasas, incluyendo amilasas, gelatinasas, celulasas, 

proteasas, lipasas y otras enzimas degradadoras de polímeros complejos, las convierte en un grupo 

bacteriano de gran valor para aplicaciones en biotecnología, industria alimentaria, biorremediación 

y control biológico (Chhetri et al., 2022; Sulistiyani et al., 2021; Ajuna et al., 2023). 

La producción de enzimas extracelulares en bacterias se encuentra estrechamente regulada 

por la disponibilidad de sustratos en el ambiente, siguiendo el principio de inducción enzimática: 

los microorganismos tienden a sintetizar principalmente aquellas enzimas para las cuales existe un 

sustrato disponible en su nicho ecológico (Chhetri et al., 2022; Narmukhamedova et al., 2025; 

Fleming et al., 1995). En ambientes de subsuelo, la disponibilidad de ADN extracelular libre suele 

ser considerablemente menor que en ambientes superficiales o acuáticos, debido a la menor 

densidad celular presente en estos sistemas (Narmukhamedova et al., 2025; Fleming et al., 1995). 

Esta condición podría explicar la ausencia de resultados positivos para la actividad DNasa en las 

cepas analizadas, las cuales fueron aisladas a partir de diferentes muestras de subsuelo. En 

contraste, la alta positividad observada para las actividades de celulasa y gelatinasa podría estar 

asociada con la mayor disponibilidad de sustratos orgánicos complejos en el suelo, como 

polisacáridos y proteínas derivados de restos vegetales y materia orgánica en descomposición. 

La variabilidad observada entre cepas en los niveles de actividad enzimática sugiere una 

importante diversidad funcional dentro del conjunto de bacterias evaluadas. Incluso dentro de un 

mismo género bacteriano, diferentes cepas pueden presentar capacidades metabólicas distintas, lo 
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cual refleja adaptaciones específicas a las condiciones del microambiente del cual fueron aisladas. 

Estos resultados evidencian que cada cepa puede comportarse de manera independiente, incluso 

cuando pertenecen al mismo género bacteriano, por lo que no todas presentan el mismo perfil de 

actividad enzimática frente a las enzimas estudiadas. En este sentido, las cepas que presentaron 

mayores niveles de actividad hidrolítica podrían considerarse candidatas para futuros estudios 

orientados a la producción de enzimas de interés biotecnológico.  

5. Conclusiones 

Las cepas de Bacillus estudiadas mostraron alta tolerancia para las condiciones de la crio-

preservación en glicerol, indicando la relevancia de las esporas bacterianas a tales fines. Esta 

ventaja adaptativa resultó particularmente valiosa en el contexto de las colecciones microbianas y 

favorece la preservación y estabilidad de las cepas durante largos periodos de almacenamiento.  

Adicionalmente, las cepas estudiadas presentaron alta capacidad hidrolítica para degradar 

diferentes tipos de sustratos mediante la producción de enzimas extracelulares; destacando 

su potencial aplicación en distintos sectores industriales.  

Basado en su origen geográfico, y los estudios previos referenciados en este trabajo, las 

enzimas producidas por las cepas de Bacillus de la colección “Cepario LMMA-UIS”, podrían 

usarse en la industria alimentaria, en procesos de degradación de materia orgánica y 

biorremediación ambiental; así, estas cepas constituyen recursos biológicos de interés para futuros 

desarrollos biotecnológicos. 
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6. Recomendaciones  

Los resultados obtenidos en este estudio constituyen una aproximación inicial al potencial 

enzimático de cepas del género Bacillus aisladas de muestras de subsuelo. La caracterización 

realizada fue de tipo cualitativo, basada en la observación de halos de hidrólisis en medios 

específicos, lo cual permite identificar la presencia de actividad enzimática, pero no cuantificar 

con precisión los niveles de producción de estas enzimas. En este sentido, se recomienda que 

estudios futuros profundicen en la evaluación del potencial hidrolítico de estas cepas mediante 

metodologías cuantitativas que permitan determinar con mayor exactitud la actividad enzimática, 

tales como ensayos espectrofotométricos o pruebas bioquímicas específicas. Esto permitiría 

identificar con mayor precisión aquellas cepas con mayor capacidad productora de enzimas y 

evaluar su posible aplicación en procesos biotecnológicos o industriales. 
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Apéndices 

Apéndice A. Registro fotográfico a nivel macroscópico (colonias) y microscópico (tinción 

diferencial Gram) de las cepas del género Bacillus. 

 

Cepa Registro macroscópico Registro microscópico 

UIS0036 

 

  

UIS0037 

  

UIS0038 
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UIS0039 

  

UIS0040 

  

UIS0041 

  

UIS0042 

  

UIS0044 
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UIS0046 

  

UIS0047 

 
 

UIS0048 

  

UIS0051 
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UIS0053 

  

UIS0055 

  

UIS0056 

  

UIS0058 
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Apéndice B. Controles positivos y negativos de las pruebas de actividad enzimática 

evaluadas. 

Prueba Descripción 

Hidrólisis de almidón (amilasa).  

 

 

En la división izquierda de la placa se 

inoculó la cepa UIS0037, observándose un 

halo de aclaramiento alrededor del 

crecimiento bacteriano tras la adición del 

reactivo revelador, lo que indica actividad 

amilasa positiva. En la división derecha, 

correspondiente a la cepa UIS0084, no se 

evidenció zona de hidrólisis, indicando un 

resultado negativo bajo las condiciones 

evaluadas. 

 

Prueba de hidrólisis de celulasa.  

 

 

En la división izquierda de la placa se 

observa la cepa UIS0257, la cual presenta un 

resultado positivo para la actividad celulasa. 

En la división derecha se encuentra la cepa 

UIS0580, que mostró un resultado negativo. 
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Prueba de actividad DNasa. 

 

 

 

Todas las cepas evaluadas mostraron 

resultado negativo, ya que no se evidenció 

zona de aclaramiento alrededor del 

crecimiento bacteriano en el medio DNasa, 

indicando ausencia de actividad bajo las 

condiciones experimentales empleadas. 

Debido a que la cepa de 

referencia Staphylococcus aureus ATCC 

33592 no presentó viabilidad al momento de 

su reactivación, no fue posible disponer de 

un control positivo experimental durante la 

ejecución del ensayo. En consecuencia, para 

fines comparativos y de validación del 

criterio de interpretación, se utilizó una 

imagen de referencia previamente 

documentada en el manual de laboratorio, 

correspondiente a un resultado positivo típico 

(imagen superior). Asimismo, se incluyó la 

imagen representativa de la cepa UIS0194, la 

cual mostró resultado negativo (imagen 

inferior). 
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Prueba de hidrólisis de gelatina (gelatinasa).  

 

 

 

En la división izquierda de la placa se 

inoculó la cepa UIS0167, observándose un 

halo de aclaramiento alrededor del 

crecimiento bacteriano, lo que indica 

actividad gelatinasa positiva. En la división 

derecha, correspondiente a la cepa UIS0165, 

no se evidenció zona de hidrólisis, indicando 

un resultado negativo bajo las condiciones 

evaluadas. 
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Apéndice C. Registro fotográfico resultados actividad enzimática cepas Bacillus para 

Amilasa, Celulasa, Dnasa y Gelatinasa. 

Cepa Amilasa Celulasa Dnasa Gelatinasa 
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