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Resumen. Las amilasas, son uno de los grupos mas importantes de enzimas utilizadas
en numerosos procesos biotecnolégicos como la conversion de almidon para obtener
jarabes de azucar, produccion de ciclodextrinas para la industria farmacéutica,
produccion de papel y detergente, entre otros. Para producir estas enzimas se prefiere
el uso de microorganismos debido a su corto periodo de crecimiento, mayor
productividad y termoestabilidad. Se han reportado hongos productores de amilasas,
incluidos Aspergillus, Rhizopus, Fusarium, Candida y Penicillium, que utilizan como
sustrato desechos de la industria agricola mediante fermentacion en estado sélido
(FES). En esta investigacion se evalué la produccién de extractos amiloliticos por
Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus y Fusarium sp. Se realiz6 un disefio
completamente aleatorio con arreglo factorial 3x2, cuyos factores fueron hongo (A.
niger, A. fumigatus y Fusarium sp.) y porcentaje de harina de fiame morado (10 y 20%
p/p - g sustrato/g soporte). La variable respuesta fue la actividad especifica que se
denota como la unidad de actividad enzimatica (U) dividida por la cantidad de proteina
total. Los analisis realizados mostraron que la actividad enzimatica especifica mas alta
se obtuvo con los extractos obtenidos de la fermentacién de fiame al 20% p/p para A.
fumigatus. El valor promedio de la actividad especifica para este tratamiento fue 0.241

U/mg equivalente de BSA.
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Introduccién.

Uno de los grupos mas importantes de enzimas industriales son las amilasas; estas
cubren el 30% de la produccién mundial de enzimas. Las amilasas se usan en
numerosos procesos biotecnolégicos como la conversidon de almidén para obtener
jarabes de azucar, produccion de ciclodextrinas para la industria farmacéutica,
produccion de papel y detergente, tratamiento de aguas residuales y para el
pretratamiento de alimentos para animales, incluso tienen aplicaciones en
biocombustibles, textiles, medicina y quimica analitica (Nwamaka and Ndubuisi, 2011;
Sivaramakrishnan et al., 2006). El almidon se degrada a azucares simples, como
glucosa, maltosa u oligosacéridos, maltooligosacéaridos o dextrinas por enzimas como
las endoamilasas (a-amilasa), exo-amilasas (B-amilasa), enzimas de desramificacion y
glicosiltransferasas (Nwamaka and Ndubuisi, 2011). Para producir estas enzimas se
prefiere el uso de microorganismos debido a su corto periodo de crecimiento, mayor
productividad y termoestabilidad. La producciéon de amilasas por microorganismos
depende de las condiciones de crecimiento como el sustrato, el requerimiento de iones
metalicos, el pH y la temperatura (Nwamaka and Ndubuisi, 2011). Todas esas
condiciones estan determinadas principalmente por los recursos microbianos y las
fuentes de carbono. Por esta razon, los microorganismos nativos con la capacidad de
producir enzimas como los hongos filamentosos y fuentes de carbono econdémicas
facilmente disponibles, como los desechos agroindustriales, han sido una alternativa
para mejorar y aumentar la produccién de enzimas a nivel industrial (Okorie, 2010;
Zambare, 2010). Se han reportado hongos productores de amilasa como Aspergillus,
Rhizopus, Fusarium, Penicillium, entre otros (Nwamaka and Ndubuisi, 2011), utilizando
residuos de la industria agricola, por ejemplo, salvado de trigo, salvado de maiz, harina
de soja y bagazo de cafia de azucar (Rodrigues et al., 2016). Entre los hongos
filamentosos, Aspergillus es el género mas utilizado para la produccion de este tipo de
enzimas (Rodrigues et al., 2016). La FES se ha utilizado ampliamente para obtener
enzimas debido a que este método de fermentacion permite la valorizacion de los
desechos agricolas para la produccion de productos valiosos como las enzimas; este
tipo de fermentacion se caracteriza por el crecimiento del microorganismo en ausencia

de agua libre (Rodrigues et al., 2016) sobre una matriz como salvado de trigo, cascara



de arroz, cascara de platano, salvado de maiz, harina de soya, bagazo de cafia de
azucar, entre otros, que le proporciona nutrientes y un soporte a los microorganismos
(Ooijkaas et al., 2000; Rodrigues et al., 2016). Sin embargo, hay otras matrices ricas en
almidén, como el fiame blanco y el iame morado, que pueden implementarse como

sustrato en la produccion de amilasas.

Objetivo.

Evaluar la produccion de extractos amiloliticos de tres hongos filamentosos mediante

fermentacion en estado solido utilizando residuos de fiame morado como sustrato.

Materiales y métodos.

Se realiz6 un disefio previo unifactorial para evaluar el porcentaje de harina de fiame
p/p (50, 30, 20 y 10%) como sustrato para el crecimiento y la producciéon de extractos
enzimaticos de Penicillium sp. El segundo disefio se realizé utilizando un disefio
factorial completo 3x2 cuyos factores fueron el hongo (A. niger, A. fumigatus y Fusarium
sp.) y el porcentaje de harina de fiame (10 y 20% p/p - g sustrato-fiame /g soporte). La
variable de respuesta evaluada para los dos experimentos fue la actividad especifica
gue se denota como la unidad de actividad enzimatica (U) dividida por la cantidad de

proteina total.

Se utiliz6 harina de flame morado obtenida a partir de residuos provenientes de
extracciones por solvente para la obtencién de colorantes. Se utilizdé perlita como
soporte inorganico. La fermentacion se realizd en frascos de compota adicionando 4g
de la mezcla (sustrato/soporte) y 3 mL de solucién de in6culo a una concentracion de
1x10° esporas por mL hasta alcanzar una humedad del 60%. Las unidades
experimentales se incubaron a 30 °C durante 8 dias (Irfan, Nadeem, & Syed, 2012) y
posteriormente se afadieron 15ml de soluciéon tampoén fosfato 0,1 M (pH 7.0) a los
frascos de cultivo y se mezclaron a temperatura ambiente (27 °C). Se tomo el lixiviado
de la muestra, se centrifugé a 13000 rpm durante 10 minutos (Irfan et al., 2012;

Kalaiarasi & Parvatham, 2013) y con el sobrenadante se realizO una reaccion



enzimatica con el fin de evaluar la actividad especifica de los extractos y se determiné
la concentracién de azucares reductores por el método del DNS, la concentracién de
proteina total por el método de Lowry y la actividad expresada como U/mg de

equivalentes de BSA.

Resultados y discusion.

En el disefio unifactorial los valores de actividad especifica estuvieron entre 0.11 y 0.24
Umg®. Se observd una inhibicion en el crecimiento de Penicillilum sp. a una
concentracion de sustrato de 40 y 50%. El andlisis estadistico mostrd diferencias
significativas entre los tratamientos (p <0.05). Se observé una disminucién de la
actividad cuando la concentracion de harina de fiame fue del 50%. Estos resultados
sugieren que altas concentraciones de sustrato podrian inhibir el crecimiento de hongos
debido a la disminucién de la porosidad en el soporte. Para un crecimiento éptimo de
hongos en materiales solidos, es necesario asegurar una buena transferencia de
oxigeno; debido a que el sustrato era harina, la adicion de la solucion de in6culo pudo
compactar el soporte, reduciendo la porosidad del soporte y, por lo tanto, dicha
transferencia. Se consideraron tratamientos con 10 y 20% de harina de fiame morado

para los posteriores experimentos.

En el disefio factorial general se observéd un efecto de interaccion significativo entre el
hongo y la harina de fiame (p <0.05) sobre la actividad, sin embargo, el efecto mas
significativo lo tuvo el hongo. El analisis estadistico mostr6é efectos significativos entre
los factores (p <0.05). Se obtuvieron valores de actividad especifica mas bajos usando
10% de harina de fiame morado. Estos resultados difieren con los observados en el
disefio unifactorial donde se obtuvo el valor AE mas alto con 10% de harina de fiame
morado. Esto podria deberse a que en el disefio unifactorial no se utilizaron
tratamientos control, y los resultados no discriminan entre azucares reductores y
proteinas totales presentes en el sustrato, ademas del uso de hongos diferentes en los

dos disefios.



Segun nuestros resultados, A. fumigatus produce enzimas con mayor actividad
especifica pero a una menor cantidad que los hongos A. niger y Fusarium sp.
evaluados en este trabajo y la concentracion de harina de fiame morado debe ser del
20% para esta fermentacion. Bajo estos pardmetros la actividad especifica, proteinas
totales y azucares reductores fueron de 0.241 mg mL1, 0.175 mg mL-1y 1.126 U mg-1
respectivamente. En contraste, Castafieda-Casasola et al., (2018) informaron
resultados diferentes. En ese trabajo, los autores observaron una mayor produccion de
enzimas hidroliticas por A. fumigatus en FES en comparacion con A. niger incluso
observaron que A. niger tuvo una mejor produccion de enzimas hidrolasas en la
fermentacién liquida (Castafieda-Casasola et al., 2018). El género Aspergillus es
considerado como uno de los mayores productores de enzimas amiloliticas utilizadas
en la industria, entre las especificadas como Aspergillus oryzae y las enzimas amilasas
de Aspergillus niger son de gran interés porque son viables a un pH bajo (menos de 3)
ademas que las amilasas fungicas se consideran compuestos seguros para el medio
ambiente GRAS (Souza et al., 2010).

Conclusiones.
Altos porcentajes de harina de fiame dificultan el crecimiento del hongo ya que
disminuyen la porosidad del soporte, lo que dificulta la transferencia de oxigeno y la

capacidad de hidrolizar el almidon como fuente de carbono.

Los tres hongos evaluados son capaces de producir extractos con capacidad amilolitica

utilizando residuos de fiame morado como sustrato.

A. fumigatus tiene una mayor capacidad de produccién de enzimas de tipo amilasas
con mayor actividad especifica utilizando 20% p/p de harina de fiame en comparacion
con A. niger y Fusarium sp.
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