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RESUMEN

Las amilasas (a-amilasa, EC 3.2.1.1 y glu-
coamilasa, EC 3.2.1.3) son enzimas extracelulares
que hidrolizan el almidon en dextrinas hasta glu-
cosay tienen gran aplicacion industrial, especial-
mente alimentaria; detergentes y en la produccion
de alcohol a partir de granos. El objetivo del traba-
jo es seleccionar un hongo filamentoso que presen-
te alta produccion de amilasas con caracteristicas
particulares para ser empleadas en biodetergentes.
Se estudiaron los siguientes hongos: Penicillium
expansum; P. digitatum; P. islandicum; Aspergillus
clavatus; A. niger; A. ochraceus, A. fumigatus; A.
flavus; A. oryzae; A. nidulans y Geotrichum can-
didum; Los ensayos se realizaron en un medio de
hidrolizado de papa de descarte (variedad Spunta)
suplementado con las siguientes sales: KH, PO, 1,0;
NaNO, 3,0; MgSO,.7H,0 0,5, a pH 4,0; se inocu-

16 con 2 x10° conidios/mL y se incubaron a 25°C
en un agitador rotatorio a una velocidad de agi-
tacion de 250 rpm. Con los extractos enzimaticos
parcialmente purificados con (NH,),SO, al 60% de
saturacion, se estudio el efecto del pH (2,5; 3,5;
4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0, 7,0 y 8,0) y la temperatura
(20; 25; 30; 35 y 40°C). Los resultados mostraron
que la maxima produccion de enzima (128 U/L) se
obtuvo con Aspergillus niger, en las condiciones
ensayadas, a las 48 h de incubacion, con alto ren-
dimiento de producto respecto a la biomasa (Yp/x=
18,3 U/g) y productividad volumétrica (Pdv=2,7
U/L). El anadlisis cualitativo de las enzimas del
complejo amilolitico de 4. niger mostré que las
amilasas implicadas son a-amilasa y glucoamila-
sa y se caracterizaron por hidrolizar en un tiempo
de 3 min. manchas mixtas de almidon y grasas de
muestras textiles en un rango de pH 4,0 a 8,0 y de
20 a 40 °C.
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ABSTRACT

The amylases (a-amylase, EC 3.2.1.1 and
glucoamylase, EC 3.2.1.3) are extracellular enzy-
mes that hydrolyze starch into dextrins to glucose
and have great application industrial, especially
food, detergents and in the production of alcohol
from grains. The objective of the study is to select
a filamentous fungus that present high production
of amylases showing attractive features to be used
in biodetergentes. Were studied following fungus:
Penicillium expansum; P. digitatum; P islandi-
cum, Aspergillus clavatus,; A niger, A. ochraceus,
A. fumigatus, A. flavus; A. oryzae; A. nidulans and
Geotrichum candidum. The tests were conducted
in the medium of hydrolyzed potato discard (varie-
ty Spunta) supplemented with the following sales:
KH,PO,, 1.0; NaNO,, 3.0 and MgSO,.7H,0, 0.5,
to pH 4.0. Were inoculated with 2 x 106 conidia/
mL and incubated at 25 °C on a rotary Shaker at
a speed of 250 rpm. With partially purified enzyme
extracts with (NH,), SO, at 60% of saturation, we
studied the effect of pH (2.5; 3.5; 4.0; 4.5; 5.0; 5.5;
6.0, 7.0 and 8.0) and temperature (20; 25; 30; 35,
and 40 °© C). The results showed that the maximum
production of enzyme (128 U/L) was obtained
with Aspergillus niger, under the conditions tes-
ted, at 48 h of incubation, with high product for-
mation rate with respect to biomass (Y,, =183
U/g) and volumetric productivity (Pdv = 2,7 U/
hL). The qualitative analysis of the enzymes of the
complex amylolitic of 4. niger showed that invol-
ved amylases are a-amylase and glucoamylase and
characterized by hydrolyze in 3 min spots mixed
starch and fats of textile samples over a range of
pH 4.0 to 8.0 and 20 to 40 ° C.

INTRODUCCION
Las enzimas amiloliticas hidrolizan las
moléculas de almidén para obtener azucares

simples como glucosa. En esta familia se en-
cuentran: a-amilasa (E.C. 3.2.1.1; a-1,4-glucan-
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4-glucanohidrolasa), conocida también en el co-
mercio y el ambito cientifico como glucogenasa
y endoamilasa. Esta endoenzima, libera dextrinas
formadas por 7 unidades de glucosa, se la denomi-
na enzima dextrinizante o licuante, debido a la ca-
pacidad para disminuir la viscosidad de las solucio-
nes de almidon (1, 2) y glucoamilasa (E.C.3.2.1.3)
se conoce como amiloglucosidasa y es una a-1,4-
D-glucano glucohidrolasa. Esta enzima hidroliza
los enlaces a -1,4-D-glucosa, desde el extremo no
reductor de la molécula de almidén y los enlaces
a-1,6-glucosidicos a menor velocidad, por lo cual,
el producto final de la accion hidrolitica sobre el
almidon es glucosa ( 3).

Estas enzimas tienen gran aplicacion en la
industria alimentaria en la hidrolisis del almidon
para la obtencion de jarabe de glucosa, maltodex-
trinas y almidones modificados. En el proceso de
panificacion, la adicion de amilasas tiene por obje-
to aumentar el valor “panificador” de las harinas,
generando un adecuado desprendimiento de CO,
(4, 5). En la obtencion de cervezas de bajo con-
tenido caldrico, las cuales degradan todo el almi-
don a azucares fermentables que se convierten en
alcohol y CO,, por las levaduras, de esta manera,
no se encuentran azucares libres que aumentan las
calorias del producto. En la obtencion de alcohol,
las amilasas hidrolizan el almidon proveniente de
maiz, papas, cebada, yuca, etc., a fin de producir
su licuacion y sacarificacion, antes del proceso de
fermentacion con las levaduras. En la industria
farmacéutica se utilizan en medicamentos para
trastornos digestivos (6). En la formulacion de
detergentes, donde la adicion de enzimas como
amilasas, proteasas y lipasas tienen la funcion de
actuar sobre las manchas procedentes de alimen-
tos como huevos, vino, salsas, pastas, etc.(7). En
la industria textil los hilos se recubren con sustan-
cias adhesivas y gelatinosas denominadas agentes
de encolado, para eliminar éstos, antes de utilizar
productos quimicos, se prefiere el uso de amilasas
que hidrolizan el almidon totalmente, sin dafar la
tela y a su vez, disminuyen el alto nivel de conta-
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minantes quimicos que se vierten en las aguas resi-
duales durante el proceso (8).

Las amilasas se encuentran ampliamente
distribuidas en tejidos vegetales (5, 9, 10) y ani-
males (11), pero los microorganismos como bac-
terias (12), levaduras (13) y hongos filamentosos
(14, 15, 16) son mayormente empleados debido a
que presentan mayor concentracion de estas enzi-
mas; menor tiempo de cultivo; no influyen factores
climaticos. Ademads un bajo costo asociado al em-
pleo de productos de descarte agricola, entre ellos,
la papa (Solanum tuberosum) que no puede ser co-
mercializada ni sirve para consumo interno, pero
contiene un 10 a 20% de almidon, la cual puede ser
empleada como sustrato en procesos biotecnologi-
cos (17). El objetivo del trabajo fue seleccionar un
hongo filamentoso que presente alta produccion de
amilasas con caracteristicas utiles para ser emplea-
das como ingrediente en biodetergentes.

MATERIALES Y METODOS

I. Seleccion del hongo con alta produccion de
amilasa

Microorganismos: Se estudiaron los siguien-
tes hongos: Penicillium expansum; P. digitatum,
P islandicum; Aspergillus clavatus; A. niger; A.
ochraceus; A. fumigatus; A. flavus; A. oryzae; A.
nidulans y Geotrichum candidum obtenidos del ce-
pario del Instituto de Biotecnologia de la Universi-
dad Nacional de Tucuman.

Mantenimiento de las cepas: Los microorganis-
mos se mantuvieron activos por repiques sucesi-
vos en medio Czapek modificado, que contiene en
g/L: glucosa, 10; NaNO,, 3; KH,PO,, 1; MgSO,.7
H,0, 0,5; KCl, 0,5; agar, 15y se llevo a pH 4,5
con H,SO, (20 %,v/v). Las cepas se sembraron en
tubos con este medio y se incubaron a 25 °C duran-
te 96 h, posteriormente se mantuvieron a 4°C hasta
su utilizacion.

Preparacion de la suspension de conidios: La
suspension se prepard para cada hongo en estudio,
adicionando conidios a 50 ml de solucién fisio-
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logica y 0,05 ml de tween 80, hasta alcanzar una
densidad 6ptica de 0,250, que equivale a 2x106 co-
nidios/mL, para una longitud de onda de 560 nm.
Materia Prima: Papa variedad SPUNTA de des-
carte se usdé como sustrato, es una variedad holan-
desa, que se obtuvo de la zona de pie de montafia
de Concepcion (Tucuman), Argentina.

Medio de Fermentacion: El medio de hidroliza-
do de papa se prepard de la siguiente manera: se
peso 200 g de papa variedad Spunta de descarte, la
cual se picd y se agreg6 a 900 ml de una solucion
que contiene, en g/L: KH,PO, 1,0; NaNO, 3,0;
MgSO,.7H,0 0,5, y CaCl, 2,0, a pH 4,0. Se licu6
hasta homogeneidad (5 min) y posteriormente el
medio se esterilizo a 121°C durante 10 min.
Proceso fermentativo: Los ensayos se realizaron
por un proceso en lote con sistema de cultivo su-
mergido y fueron incubados en agitador rotatorio a
25°C a 250 revol/min durante 120 h. Las muestras
se tomaron cada 24 h de incubacion para su poste-
rior analisis enzimatico.

I1. Influencia de pH y temperatura sobre la acti-
vidad de los extractos enzimaticos filngicos
Obtencion de los extractos enzimaticos: La bio-
masa del hongo se separ6 por filtracion y el caldo
fermentado (Extracto crudo enzimatico) fue pre-
cipitado con (NH4) SO, al 20 y posteriormente al
60% de saturacion. Los mismos fueron dializados
durante 12 h en tampon 4cido acético-acetato de
sodio (0,IN) a pH 4,5 y a 5 °C, para eliminar la
sal. Posteriormente fueron mantenidos a 4 °C hasta
determinacion de actividad amilasica.

Influencia del pH y temperatura sobre la acti-
vidad enzimética: Los ensayos para los extractos
enzimaticos, parcialmente purificados de cada hon-
go, se realizaron de la siguiente manera. Se tomo
0,05 mL del extracto enzimatico (parcialmente
purificado) y se colocd en tubos de ensayo, luego
se agregd 0,20 mL de la solucién de tampon acido
acético-acetato de sodio, (0,1N) a diferentes pH:
2,5;3,5;4,0;4,5; 5,0 y 5,5 y para pH basicos: 6,0,
7,0 y 8,0 se us6 tampodn fosfato de sodio monoba-
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sico y dibasico (0,IN). Posteriormente, se agrego,
a cada tubo, 0,25 mL de solucion de almidon so-
luble (0,1 %). Cada ensayo de pH se incubd a las
siguientes temperaturas: 20; 25; 30; 35 y 40°C.

I1I1. Analisis cualitativo de las enzimas del com-
plejo amilasico del hongo seleccionado:

A fin de determinar cualitativamente las en-

zimas amildceas que genera el hongo altamente
productor, se realizo el siguiente ensayo:
a) Se cultivo el hongo en el medio de hidrolizado
de papa durante 72 h. El cultivo se filtro por papel
de filtro, y el filtrado obtenido (extracto crudo enzi-
matico) se usé para este ensayo. Los experimentos
se realizaron por duplicado y en dos experimen-
tos separados: b) Se prepararon soluciones estan-
dar de los siguientes azucares: maltosa, dextrinas,
almidon puro y almidén soluble, al 0,05%. Cada
una se llevd a pH 4,0, se adicion6 2,0 g de agar y
se llevo a un volumen de 100 ml. Posteriormente
se calent6 a 100°C por 10 min, para solubilizar el
agar. c¢) En las cajas de Petri que contienen la so-
lucion de azucar agarizada, se realizaron orificios
de 5 mm y se agregd un volumen de 0,03 mL del
extracto crudo enzimatico de diferentes tiempos de
incubacion (24; 48 y 72 h). Las cajas se llevaron a
incubar a 35°C durante 24 h. La aparicion de halos
de hidrolisis se revel6 con una solucion de I-KI[I,
(0,026%) + KI (0,26%)].

Determinaciones

Masa celular o biomasa: La masa fingica se se-
par6 del caldo fermentado (extracto enzimaético)
por filtracion usando papel de filtro Whatman N°1.
El micelio se lavo 2 veces, con agua destilada, y se
coloco en pesafiltro previamente tarado. Posterior-
mente se seco en estufa a 105°C, hasta peso cons-
tante. El crecimiento celular se expres6 en gramos
peso seco / litro de medio (g.p.s /L.).

Analisis cuantitativo de Actividad Amilasica:
La actividad amilasica se determin6 de acuerdo a
Alvarez et al. (2011) (18). La mezcla de reaccion
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contiene: 0,25 ml de solucion de almidén soluble
(0,1%) disuelto en tampon acetato (0,2 M; pH 4,0);
0,15 ml de agua destilada y 0,10 ml del extracto
crudo enzimatico. Posteriormente las mezclas se
incubaron a 35 °C por 30 min. Paralelamente a la
mezcla de reaccion, se realizaron blancos de enzi-
ma (0,10 ml de extracto crudo enzimatico y 0,40
ml de tampodn acetato (0,2 M) a pH 4,0); y de sus-
trato (0,25 ml de solucion de almidén soluble al
0,1% y 0,25 ml de tampon acetato (0,2 M) a pH
4,0. Estos recibieron el mismo procedimiento que
las mezclas de reaccion. Los aztcares liberados por
accion enzimatica fueron determinados utilizando
una curva patron de glucosa (19). Una Unidad
Amilasica se define como la cantidad de enzima
que cataliza la liberacién de 1 umol de azlicares
reductores, expresados como glucosa, por minuto,
apH4,0 ya35°C.

Actividad relativa, es la actividad obtenida
y referida a la maxima actividad encontrada y se
calcula de acuerdo a la siguiente ecuacion: Activi-
dad obtenida x 100/ Actividad méxima = (%)

Parametros matematicos

Coeficiente de rendimiento de producto res-
pecto al sustrato (Yp/s): Se define como producto
formado (Unidades de enzima) en base a sustrato
inicial y se calcula por la siguiente ecuacion: Y
= (Unidades de enzima / Almidon inicial)= U/g.
Coeficiente de rendimiento de producto respec-
to a la biomasa formada (YP/X): se define como
producto formado (Unidades de enzima) en base a
masa fungica producida (peso seco), de acuerdo a
la ecuacion: Y= (Unidades de enzima /masa fun-
gica) = U/g.

Reproducibilidad de los resultados: Todos los
experimentos se realizaron por duplicado y en en-
sayos separados. Los valores son el promedio de
dos mediciones. Los mismos se analizaron para
obtener la desviacion estandar con un MS-Excel y
calculados para F= 95 % (grado de confianza).
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RESULTADOS

I. Seleccion del hongo con alta produccion de
amilasa.

En la figura 1 se observa que los microor-
ganismos mayores productores de amilasa fueron,
A. niger; A. flavus; A. fumigatus A. ochraceus y A.
nidulans.

II. Influencia de pH y temperatura sobre la acti-
vidad de los extractos enzimaticos fungicos.

Con los extractos enzimaticos parcialmente
purificados, de A. niger,; A. flavus, A. fumigatus A.
ochraceus 'y A. nidulans, se estudi6 el rango de pH
en el cual se obtiene elevada actividad amilasica.
En la figura 2 se observa que de los hongos em-
pleados la mayor actividad amilasica, fue con 4.
niger, que aun tiene un 80 % de actividad a pH 8,0.

En la Tabla 1 se muestra que la actividad
amilasica de 4. niger no fue afectada a las tempe-
raturas ensayadas manteniendo un valor superior
al 80% a 40°C en condiciones extremas de pH (pH
8,0).

II1. Analisis cualitativo de las enzimas amilaseas
del hongo seleccionado:

En la figura 3 se muestra el andlisis cua-
litativo de las enzimas amildseas de A. niger. En
todos los azucares ensayados, se observa que con
los extractos crudos enzimaticos de las 48 h de in-
cubacion, los halos de hidroélisis obtenidos son ma-
yores con almidon (C) y almidén soluble (D) que
a otros tiempos, revelando un aumento de la con-
centracion de enzimas amildseas. Mientras que,
con dextrina (A) y maltosa (B), se obtienen halos
de mayor hidroélisis posiblemente por ser azucares
mas simples que los polisacaridos utilizados. Los
halos mostrados en maltosa (figura 3-B), sugieren
la presencia de glucoamilasa, este resultado fue
confirmado cuando al hongo se lo cultivé en me-
dios con maltosa, donde fue detectada actividad
glucoamilasa extracelular pero no de a-amilasa.

Bol. Micol. 2016; 31(1): 19 - 27

Tabla 1. Efecto de la temperatura sobre la activi-
dad amilasica en los extractos enzimaticos de 4.
niger. Los Ensayos se realizaron a pH 8,0 y son
valores promedio de dos reacciones enzimaticas
por duplicado.

Temperatura Actividad
(°C) relativa
(%)
20 80
25 80
30 95
35 85
40 80
DISCUSION

I. Seleccion del hongo con alta produccion de
amilasa

En la figura 1, se muestra que de los micro-
organismos estudiados la mayor concentracion de
enzimas (128 U/L) fue con A. niger; con mejores
rendimientos de producto (Yp/x=18,3 U/g) y pro-
ductividad (Pdv=2,7 U/hL); disminuyendo lige-
ramente con A. flavus, A. fumigatus A. ochraceus
y A. nidulans, a las 48 h de incubacién. Mientras
que la produccion de enzima fue un 73; 61 y 49%
menor con P expansum,; P. islandicum; y Geo-
trichum candidum, respecto a la obtenida con 4.
niger, en las condiciones de cultivo empleadas
(25°C y pH 4,0). Los bajos valores obtenidos con
aquellos hongos coinciden con los reportados para
la produccion de enzima por Aspergillus oryzae
MTCC 317, la cual disminuy6 un 44,4%, cuando
la temperatura fue menor a 30°C (20). Mientras
que, la produccion de amilasas en hongos termo-
filos, como Talaromyces emersonii y Thermomy-
ces lanuginosus, respectivamente, fue a 50 y 55°C
(21,22). Estos resultados no son redituables a ni-
vel industrial, considerando que se requiere para
la produccion un costo adicional para la energia de
calefaccion.
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Figura 1: Concentracion de amilasa en medio de hidrolizado de papa de descarte por los siguientes hon-
gos: 1-Aspergillus niger; 2- Aspergillus fumigatus; 3-Aspergillus flavus; 4- Aspergillus ochraceus; 5- As-
pergillus nidulans; 6-Aspergillus clavatus; 7-Aspergillus oryzae; 8-Penicillium digitatum; 9-Geotrichum
candidum; 10-Penicillium islandicum; 11-Penicillium expansum. Los valores fueron obtenidos a las 48 h
de incubacion y son promedio de dos experimentos realizados por duplicado con F=95%.

Al pH utilizado (pH 4,0), nuestros resulta-
dos muestran que la produccion de amilasas por A.
niger en estudio, tiene cardcter mayormente acido
(pH=4,0), similarmente al encontrado (pH=5,0)
para la produccion de amilasas de Aspergillus sp.
(23). Por el contrario, la produccion de éstas en-
zimas por A. oryzae SR2 y Penicillium commune
mostraron 6ptimos a pH 7,0 y 6,0, respectivamente
(24, 25).

II. Influencia de pH y temperatura sobre la acti-
vidad de los extractos enzimaticos fiingicos.

Un factor importante sobre el crecimiento y
las actividades enzimaticas es el pH. Esto se debe
a que, al modificar la acidez del medio, se pue-
de producir alteraciones i0nicas de la pared celu-
lar; membrana celular y/o el en el mismo sustrato,
incidiendo de alguna manera sobre la sintesis de
las enzimas y/o actividad enzimatica (25). En la
figura 2 se observa que los valores de pH acido
tienen un importante efecto en la disminucion de la
actividad de las enzimas de los hongos empleados,
siendo considerable a pH mayor a 5,5. El efecto
sobre la actividad del extracto enzimatico de A.
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niger es menor, mostrando un 80% de actividad,
a pH 8,0; este resultado es importante porque la
enzima tiene actividad en un rango amplio de pH,
lo cual permite ser aplicada en biodertergente, que
generalmente tienen un pH alcalino. Aunque el pH
optimo de actividad de las amilasas microbianas
varia entre 2,0 a 12, en algunos microorganismos,
la producciéon se encuentra en un rango acido a
neutro (21). Otro pardmetro es la temperatura de
incubacion, la cual no solo influye sobre el creci-
miento del microorganismo sino también sobre sus
actividades bioldgicas, y es uno de los factores que
deben ser optimizados. En la Tabla 1, se muestra
que con los extractos enzimaticos de A. niger, a
las temperaturas de frecuente lavado (25 y 30 °C)
no se produjo marcada disminucion de la activi-
dad enzimatica, mostrando un 80 % de actividad
a 40°C. En conclusion, de los hongos empleados,
A. niger fue el de mayor produccién de enzima, las
cuales exhiben caracteristicas eficientes para ser
empleadas en la remocion de manchas amildceas
de tejidos en el rango de pH de 4cido - alcalino (pH
2,5-8,0) y a la temperatura ensayada (25°C).
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— Figura 2. Efecto del pH sobre la acti-
9 vidad amilasica, expresada como acti-
E 100 V.idad.relativa (%),. de. los extractos en-
= zimaticos de los siguientes hongos: A.
@ 80 niger (-4-); A. flavus (-X-); A. fumigatus
S (-®-); A. nidulans (- A-); A. ochraceus
5 0 (-0-). Las mezclas de reaccion fueron
IS incubadas a 25°C y son valores prome-
& 40 y
5 dio de dos reacciones enzimaticas por
© .
2 20 duplicado con F=95%.
S
< 0 .

1,5 9

Figura 3. Actividad amilasica
de enzimas producidas por 4. ni-
ger. Solucidn agarizada con: A)
dextrina; B) maltosa; C) almi-
don puro y D) almidén soluble.
En cada orificio se agregd un
volumen de 0,03 mL de extrac-
to crudo enzimatico, de distintos
tiempos de incubacion: 0; 24;
48 y 72 h, obtenidos del proceso
fermentativo.
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