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RESUMEN

Esta investigacién estuvo orientada al aislamiento y a Ia evaluacién de cultivos de hongos filamentosos ambien-
tales que sean buenos productores de amilasa. Para ello, los mohos fueron aislados de sus medios naturales: aire,
suelo, pan enmohecido, arroz enmohecido, y se cultivaron en medios Agar Saboraud comtin. Como cultivos
puros, fueron adaptados a las condiciones de cultivo que propiciara la produccién de una buena cantidad de
amilasa, empledndose para ello Agar almidén al 1% enriquecido con sales. Se seleccionaron los cultivos de
mayor produccién de amilasa después de haber sido evaluados de manera cualitativa, observando los halos de
degradacién del almidén al crecer en placas de Agar almidén al 0,5% enriquecido con sales. Una vez obtenidos
y estandarizados los in6culos, se procedi6 a la produccién de amilasas en botellas planas de vidrio conteniendo
medios sélidos, semisélidos y liquidos, a base de salvado de trigo. A los siete dias de incubacién a 28-30 °C, los
preparados enziméticos crudos de amilasa fueron obtenidos extrayéndolos de las botellas de vidrio a través de
técnicas de homogenizacién, filtracién simple y al vacio y por centrifugacién, después de lo cual fueron conser-
vados en congelacién hasta sus subsiguientes usos. Se procedié a la evaluacién cuantitativa de la produccién de
amilasas, determinando su actividad con el Método de Street-Close y una técnica que expresa las unidades de
amilasa como UA/dL. Los cultivos de hongos filamentosos ambientales de mayor produccién de amilasa fueron
Aspergillus niger LMa, A. niger S{y A. niger Le.
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ABSTRACT

This research was aimed at isolation and evaluation of cultures of environmental filamentous fungi as good
producers of amylase. To do this, molds were isolated from their natural environments: air, soil, moldy bread,
moldy rice, and cultured in Sabouraud Agar media common. Once isolated, as pure cultures, they were adapted
to culture conditions conducive to producing a good amount of amylase, using for that starch agar 1%
supplemented with salts. Crops with high production of amylase were selected after being evaluated
qualitatively by observing the halos of starch degradation to grow on starch agar 0,5% plates enriched with salts.
Then, once the inocula were obtained and standardized, the production of amylases was started in flat glass
bottles containing solid media, semi-solid media and liquid media based on wheat bran. After seven days of
incubation at 28-30 °C, enzyme preparations crude amylase were obtained by extracting the glass bottles
through techniques of blending, simple and vacuum filtration and by centrifugation, after which, they were
preserved frozen to its subsequent use. Quantitative evaluation of the production of amylases was done,
determining their activity with the method of Street-Close and a technique that express amylase units as
UA/dL. The environmental filamentous fungus cultures with the most production of amylase were Aspergillus

niger LMa, A. niger Sfy A. niger Le.

Key words: Isolation and evaluation, environmental filamentous fungi, production of amylase.

|. INTRODUCCION

La produccién de enzimas se refiere a los procesos
agrupados en varias etapas: 1) Generacién o produc-
cién celular de la enzima, 2) Recuperacién o aisla-
miento de la enzima (incluye la separacién sélido-
liquido o clarificacién, extraccién y concentracién), y
3) Purificacién de la enzima. La produccién de enzi-
mas depende del origen de la enzima; pero, en general,
todos los seres vivos son fuentes naturales de enzimas
(Olivares, 1996; Olivares, 2011).

Luego de generada o producida la enzima es nece-
sario recuperarla o aislarla del organismo productor.
Las operaciones de recuperacién permiten obtener un
preparado o extracto enzimético crudo (o “bruto”)
capaz de ser sometido a purificacién. Esta etapa, a
diferencia de la anterior, no depende del origen de la
enzima, pero si de la localizacién extracelular o intra-
celular de la enzima. Si la enzima es extracelular para
su “extraccién” basta con solamente separarla del
medio por filtracién o por centrifugacién, que son las
técnicas mas empleadas para ello. Una vez obtenido el
preparado enzimdtico crudo, en mucho de los casos se
emplearan directamente tras la adicién de un antisép-
tico (NaCl, glicerina, mertiolato), pero en general se
procede a liberarlos de impurezas y purificarlas (Ilia-
nes, 1994; Olivares, 1996; Olivares, 2011).

Las amilasas existen bajo la forma de o-amilasa
(1,4-a-D-glucano-glucanohidrolasa o endoamilasa,
EC 3.2.1.1), B-amilasa (1,4-0-D-glucano-maltohidro
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lasa o amilasa sacarogénica, EC 3.2.1.2) y y-amilasa
(1,4-a-D-glucano glucohidrolasa o glucoamilasa, EC
3.2.1.3). Son enzimas que catalizan la hidrdlisis de los
enlaces glucosidicos o-1,4 del almidén (Carrera,
2002), dando origen a diversos productos a base de
dextrinas, maltosa y glucosa, los cuales poseen una
gran relevancia para algunas operaciones y procesos
industriales. Las a-amilasas dan origen a la maltotrio-
sa, maltotetraosa, maltopentaosa y maltohexaosa,
entre otras (Campos y otros, 2008; Espitia, 2009; La
Torre, 2008; Martinez, 2005; Pandey y otros, 2000;
Pérezy otros, 1989; Rodriguez y otros, 2010).

Las amilasas son cominmente halladas en anima-
les y en plantas, sin embargo, para fines industriales,
las m4s utilizadas son las de origen bacteriano o fingi-
co (Whiteburst, 2002). Pueden ser aisladas de células
vegetales (Castroy otros, 2006; Cueva, 1995), de célu-
las animales (amilasa salival) y de células microbianas
(Cueva, 1993; Henao y otros, 2006; Lujan, 1991;
Pichén, 2008; Tinoco, 2003).

La a-amilasa es producida por una amplia variedad
de microorganismos, incluyendo Bacillus y Aspergillus
(Buendia y otros, 2003; Nahas y Waldemares, 2002).
La mayoria de las amilasas comerciales provienen de
fuentes bacterianas como: B. licheniformis, B. amyloli-
quefaciens, B. subtilis o B. stearothermophilus. En los
ultimos afios, las amilasas preferidas para uso comer-
cial han sido de B. licheniformis, debido a su estabilidad
térmica y su rendimiento, al menos para pH neutro y
ligeramente alcalino (Rojoy otros, 2001).
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La a-amilasa estable en medio 4cido de A. niger se
conoce desde hace mas de 30 afios y ha sido caracteri-
zada a fondo por Minoda y colaboradores (Vercaute-
reny otros, 1998). Se ha reportado la amilasa produci-
da por el hongo termofilico Thermomyces lanuginosus
por fermentacién en medio sélido, usando salvado de
trigo como sustrato; la a-amilasa del hongo entomo-
patdgeno Beauveria bassiana, cultivado en un medio
liquido con almidén (Flérez y otros, 2005). También se
ha reportado que Paecilomyces sp. produce una elevada
actividad de a-amilasa, que Rhizopus delemar la produ-
ce en pequefas cantidades, que A. niger y R. delemar
producen grandes cantidades de amiloglucosidasa, en
tanto que Paelomyces sp. y Neurospora sp producen
pequefias cantidades de a-amilasa.

Producir amilasas fangicas mediante aplicaciones
biotecnolégicas es particularmente importante para la
industria de alimentos, para la produccién de biocom-
bustibles y también para la industria textil (Castro y
otros, 2000). Las amilasas convierten el almidén en
dextrinas que son utilizados en la industria alimentaria
como sustrato para la produccién de fructosa, jarabes
con equivalentes de dextrosa (de 42 a 63) y jarabes de
maltosa. Todos estos productos se usan ampliamente
en diversas industrias: bebidas, confiterfa, fermenta-
ciones, helados, alimentos infantiles, y otros (Bennett,
2010; Meray otros, 2003; Ruiz, 2008).

Las amilasas se emplean en la elaboracién de la
cerveza y bebidas alcohdlicas, ya que producen los
aztcares fermentables necesarios para los microorga-
nismos (Espitia, 2009). También son usadas en la pani-
ficacién como suplemento a la harina de trigo con bajo
contenido en a-amilasa, puesto que su adicién mejora
la estructura de la miga y volumen del pan (Novo Nor-
disk S.A., 1992).

Las amilasas también son estudiadas para el mejo-
ramiento de la digestibilidad ruminal del almidén y
como aditivo en la alimentacién de rumiantes (Cam-
pos y otros, 2008), como es el caso de la a-amilasa de
Bacillus licheniformis que es una de las més estudiadas
por sus efectos en la degradabilidad del almidén.

Actualmente, se sigue buscando microorganismos
especificos que reporten mejores rendimientos para
optimizar los procesos en los que se aplican las enzi-
mas; lo cual conlleva a que se optimicen los procesos
de produccién de enzimas (Pandey y otros, 2000). Al
respecto, en nuestra localidad son muy escasos los
trabajos actuales, por lo que en la presente investiga-

cién se plante6 el siguiente problema: {De qué fuentes
se pueden aislar hongos filamentosos de buena pro-
duccién de amilasa? Los hongos filamentosos ambien-
tales crecen bien en condiciones naturales, entonces,
podrén ser aislados de sus medios naturales y ser utili-
zados para una buena produccién de enzimas como la
amilasa. En consecuencia, el objetivo del trabajo fue
aislar y evaluar hongos filamentosos ambientales que
sean buenos productores de amilasa.

Il. MATERIAL Y METODOS

2.1. Material biologico

Hongos filamentosos ambientales, aislados en los
ambientes de la Facultad de Ciencias Bioldgicas
(CC.BB.) de la Universidad Nacional de Trujillo
(UNT). Cultivos de Aspergillus niger: cepa LQBa (ais-
lado anteriormente del aire en el Laboratorio de Qui-
mica Biolégica), cultivo LMa (aislado del aire en el
Laboratorio de Micologfa), cultivo Sf (aislado del
suelo de jardin); cultivo Le (aislado de las hojas
enmohecidas de un libro), cultivo Ae (aislado de arroz
enmohecido). Cultivo de Penicillium sp (Pe), aislado de
pan enmohecido. Salvado de trigo (Triticum Sativum
Lam) entero y grano de choclo (Zea mays), adquiridos
en el mercadolocal.

2.2. Reactivacion de la cepa de Aspergillus
niger LQBa

Un cultivo puro de A. niger, catalogado como cepa
LQBa, se repicé dentro de un tubo de ensayo conte-
niendo Agar Sabouraud comin (Mendo, 1999) y se
incub6 a 28-30°C, por 6 dias.

2.3. Aislamiento de los cultivos de
Aspergillus niger

El cultivo de A. niger LMa fue aislado exponiendo
al aire una placa con Agar Sabouraud antibiético, en
el ambiente del Laboratorio de Micologia de la Facul-
tad de Ciencias Biolégicas-UNT.

Para aislar el cultivo de A. niger Sf, inicialmente se
preparé una suspensién al 1% en agua destilada del
suelo de los jardines de la Facultad de Ciencias Biols-
gicas-UNT. Luego de filtrarlo, se inocul6 por superfi-
cie un volumen de 0,5 mL en una placa petri con Agar
Sabouraud antibidtico.

Los cultivos de A. niger Le, A. niger Ae, y de Penici-
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llum sp Pe fueron aislados inoculando en cuatro puntos
concéntricos de cada placa con Agar Sabouraud anti-
biético una asada de esporas provenientes de hojas de
libro, arroz y pan enmohecidos, respectivamente.

A continuacién, todos los medios de cultivo fue-
ron incubados a 28-30 °C, por 6 dias. Por observa-
cién microscopica en fresco, se verific la pureza e
identificé al moho, seleccionando a Aspergillus niger
y a Penicillum sp.

2.4. Evaluacion cualitativa de la produccion
de amilasas

Los cultivos de mohos seleccionados fueron sem-
brados por puntura (en cuatro puntos concéntricos)
en una placa con Agar Almidén al 1%, enriquecido
con sales (AAE) y también con AAE al 0,5% de almi-
dén, e incubados a 28-30°C, durante 6—14 dias.

Las colonias de los mohos que produjeron mas
amilasa se detectaron observando el halo de degrada-
cién del almidén (circulo claro alrededor de la colo-
nia), adicionando, inicialmente por puntos, y luego,
para confirmar, a toda la placa una solucién de lugol.
Al final se consideraron cuatro (de los seis) cultivos
para la siguiente fase, por presentar buena, regular y
escasa produccién de amilasa.

2.5. Obtencion de los indculos

Los cultivos anteriores de A. niger LMa, A. niger
St, A. niger Le y A. niger LQBa, antes de ser cubiertos
totalmente con lugol, fueron empleados para la
obtencién de los respectivos indculos. Para ello, las
esporas fueron suspendidas en una solucién de NaCl
0,85% — Tween 80 al 0,5% estéril, y llevadas (estan-
darizadas) a una concentracién de aproximadamen-
te 2x10° esporas/mL mediante su recuento en cama-
ra Neubauer.

2.6. Produccion de amilasas

Los medios de produccién sélidos se obtuvieron
colocando en botellas planas de 250 mL 20 g de salva-
do de trigo entero, 10 mL de buffer acetato 0,1IM pH
5,0y 10 mL de almidén al 2%.

Los medios de produccién liquidos se obtuvieron
adicionando en botellas planas de 800 mL, 200 mL del
filtrado de caldo salvado de trigo (4%)—grano de cho-
clo (10%) enriquecido con (NH,),SO, al 1%, pH 5,0.
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También fue empleado un medio semisélido o semi-
liquido con los mismos componentes anteriores,
excepto que no fue filtrado, es decir, incluyé al salvado
de trigo.

Todos los medios de produccion fueron esteriliza-
dosa 121 °C por 15 minutos y luego de enfriados, fue-
ron, respectivamente, inoculados con 3 mL de suspen-
si6n de esporas obtenidos en el paso anterior, e incuba-

dos durante 7 dfasa 28-30°C.

2.7. Extraccion de las amilasas

Las amilasas producidas en los medios s6lidos se
extrajeron con 100 mL de buffer acetato 0,1M pH
5,0, agitando u homogenizando suavemente con
ayuda de una bagueta de vidrio durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Luego, se filtr6 cuatro veces,
primero a través de gasa y las siguientes al vacio,
adicionando para las dos dltimas filtraciones carbon
activado a razén del 4% del volumen de buffer de
extraccién.

Las amilasas producidas en el medio semisélido
fueron extraidos por filtracion a través de gasa luego
de adicionarle 100 mL de buffer acetato 0,1M pH 5,0.
Las amilasas producidas en los medios liquidos fueron
extraidas primero por filtracién a través de gasa, luego
por centrifugacién a 3500 rpm durante 10 minutos v,
finalmente, por filtracién al vacio.

Todos los filtrados fueron los preparados enzimati-
cos o extractos enzimaticos crudos, y fueron conserva-
dos en congelacién hasta su utilizacién.

2.8. Evaluacion cuantitativa de la
produccion de amilasas

Se realiz6 determinando la actividad amil4sica
sobre el almidén segtin el método Street-Close modifi-

cado por Cueva y otros (1983) y segtn la técnica
empleada por Pichén (2008).

. RESULTADOS

3.1. Aislamiento de hongos filamentosos

En la Figura 1, se muestran seis cultivos puros de
mohos, de los cuales cinco han sido aislados a partir de
sus fuentes naturales. En las Figuras 2 y 3 se presentan
observaciones microscépicas de los cultivos puros de
A. niger y Penicillum sp, respectivamente.



Aislamiento y evaluacion de hongos filamentosos ambientales con buena produccion de amilasa

Figura 1. Cultivos puros de hongos filamentosos.

Figura 2. Cultivo puro de Aspergillus niger.

Figura 3. Cultivo puro de Penicillum sp.

LQBa: Cultivo de Aspergillus niger, reactivado de cultivo
stock productor de B-galactosidasa del Laboratorio
de Quimica Biolégica de la Facultad de CC.BB-
UNT.

Lma: Cultivo de A. niger, aislado del aire del Laboratorio
de Micologfa de la Facultad de CC.BB-UNT.

Sf: Cultivo de A. niger, aislado del filtrado de suelo del
jardin de la Facultad de CC.BB-UNT.

Le: Cultivo de A. niger, aislado de las hojas enmoheci-
das de un libro del Laboratorio de Quimica Biol6gi-
cadela Facultad de Ciencias Biol6gicas-UNT.

Ae: Cultivo de A. niger, aislado de arroz enmohecido,
en el Laboratorio de Quimica Biolégica de la Facul-
tadde CC.BB-UNT.

Pe: Cultivo de Penicillum sp, aislado de pan enmoheci-

do, en el Laboratorio de Quimica Bioldgica de la

Facultad de CC.BB-UNT.

3.2. Adaptacion de los cultivos. Induccion
de amilasas

En la Figura 4, se muestran a los cultivos que mejor
se adaptaron a las condiciones de cultivo conducentes
a la produccién de una buena cantidad de amilasa.
Estos tres cultivos fueron los que mostraron mejor
comportamiento frente a la evaluacién cualitativa y
posterior evaluacién cuantitativa de la produccion de
amilasa.

Figura 4. Cultivos puros de hongos filamentosos.

Cultivo de mayor produccién de amilasa : A. niger LMa.
Cultivo de regular produccién de amilasa: A. niger Sf.

Cultivo de menor produccién de amilasa :  A. niger Le.
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3.3. Evaluacion cualitativa de la produccion
de amilasas

Enla Figura 5, se observa una minima produccién
de amilasa por el cultivo de A. niger LQBa. Un
minimo halo y las rayas o manchas oscuras de color
azul violeta demuestran la presencia de almid6n. En
la Figura 6, se observa una buena produccién de
amilasa por el cultivo de A. niger LMa. Las rayas o
manchas amarillas demuestran la ausencia de
almidén en el halo, el cual es visiblemente mayor

respecto a A. niger LQBa.

Figura 5. Halo de degradacién del almidén en cultivo
de 18 dfas de A. niger LQBa.

Figura 6. Halo de degradacién del almidén en cultivo
de 6 dias de A. niger Lma.
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En las Figuras 7 y 8, se observan, respectivamente,
con respecto a A. niger LMa, una regular y una menor
produccién de amilasa por los cultivos de A. niger Sf'y
A. niger Le. Se observan de 3 a 2 manchas azulinas que
delimitan el halo de degradacion del almidén, lo cual
indica que tales cultivos producen buena cantidad de

amilasa, respecto a A. niger LQBa.

Figura 7. Halo de degradacién del almidén en cultivo
de 8 dfas de A. niger Sf.

Figura 8. Halo de degradacién del almidén en cultivo
de 10 dias de A. niger Le.

En las Figuras 9 y 10, se observa una minima pro-
duccién de amilasa por los cultivos de A. niger Ae y
Penicillum sp.Pe. Los minimos halos y el color azul vio-
leta de casi todo el medio de cultivo demuestran la
presencia de almidén.
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]

Figura 9. Halo de degradacién del almidén en cultivo
de 18 dias de A. niger Ae.

Figura 10. Halo de degradacién del almidén en
cultivo de 18 dfas de Penicillum sp Pe.

3.4. Evaluacion cuantitativa de la
produccion de amilasas

En los Cuadros 1y 2, se muestra que el cultivo de
A. niger LMa es el de mayor produccién de amilasa,
tanto en medio s6lido como en medio liquido; sin
embargo, también se observa a simple vista que no
existirfa mayor diferencia significativa entre los culti-
vos A. niger LMa y A. niger Sf y entre los cultivos A.
niger Sf y A. niger Le. As{ mismo, se observa también
que el medio de produccién sélido ha influenciado en
la mayor produccién de enzima amilasa.

En los cuadros 3 y 4, datos obtenidos segtn la téc-
nica reportada por Pichén (2008), se muestra también
que el cultivo de A. niger LMa es el de mayor produc-
cién de amilasa, tanto en medio sélido como en medio

liquido; sin embargo, en este caso se observa que a
simple vista existirfa diferencia significativa entre los
tres cultivos creciendo en medio sélido, y entre A.
niger LMa y los demés cultivos creciendo en medio
liquido. De la misma forma, se observa que el medio de
produccién sélido ha influenciado en la mayor pro-
duccién de enzima amilasa.

En el Cuadro 5, se presenta en su conjunto a los
Cuadros 1, 2, 3y 4. Ademas, se incluye el cultivo de A.
niger Sf creciendo en medio semisdlido, el cual mues-
tra valores intermedios entre el cultivo sélido y el cul-
tivo liquido.

Cuadro 1
UNIDADES DE AMILASA STREET-CLOSE
PRODUCIDOS POR LOS CULTIVOS
AISLADOS DE Aspergillus niger,
CRECIENDO EN MEDIO SOLIDO

. Unidades Street-Close Promedio
Cultivo

(USC/M100mL)
A. niger LMa 50,40
A. niger Sf 47,35
A. niger Le 40,35

Cuadro 2
UNIDADES DE AMILASA STREET-CLOSE
PRODUCIDOS POR LOS CULTIVOS
AISLADOS DE Aspergillus niger,
CRECIENDO EN MEDIO LIQUIDO

. Unidades Street-Close Promedio
Cultivo

(USC/100mL)
A. niger LQBa 3,25
A. niger LMa 8,45
A. niger Sf 7,60
A. niger Le 6,25

Cuadro 3
UNIDADES DE AMILASA UA/DL
PRODUCIDOS POR LOS CULTIVOS
AISLADOS DE Aspergillus niger,
CRECIENDO EN MEDIO SOLIDO

Unidades de Amilasa Promedio

Cultivo (UA/L)
A. niger LMa 963
A. niger Sf 819
A. niger Le 584
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Cuadro 4
UNIDADES DE AMILASA UA/DL
PRODUCIDOS POR LOS CULTIVOS
AISLADOS DE Aspergillus niger,
CRECIENDO EN MEDIO LIQUIDO

Unidades de amilasa promedio

Cultivo (UA/dL)

A. niger LQBa 103

A. niger LMa 168

A. niger Sf 138

A. niger Le 113
Cuadro 5

UNIDADES DE AMILASA STREET-CLOSE Y

UA/DL PRODUCIDOS POR LOS CULTIVOS

AISLADOS DE Aspergillus niger, CRECIENDO
EN MEDIO SOLIDO, EN MEDIO SEMISOLIDO

Y EN MEDIO LIQUIDO
Cultivo USC/100 mL UA/dL
A. niger LQBa (medio liquido) 3,25 103
A. niger LMa (medio sélido) 50,40 963
A. niger LMa (medio liquido) 8,45 168
A. niger Sf (medio sélido) 47,35 819
A. niger Sf (medio semisélido) 15,75 213
A. niger Sf (medio liquido) 7,60 138
A. niger Le (medio sélido) 40,35 584
A. niger Le (medio liquido) 6,25 113

I\V. DISCUSION

Los valores de actividad amilasica de los diferentes
cultivos de hongos filamentosos presentadas en los
Cuadros 1, 2 3 4y 5, indican que los cultivos de Asper-
gillus niger LMa, A. niger Sf y A. niger Le son buenos
productores de amilasa. Esto confirma lo que se cono-
ce de manera general, en cuanto a que los microorga-
nismos ambientales, entre ellos los hongos filamento-
s0s, son organismos potencialmente buenos producto-
res de enzimas (Buendia y otros, 2003; Henao y otros,
2006; Olivares, 1998; Pérez y otros, 1989; Sarmientoy
otros, 2003).

En el presente trabajo, queda confirmado que A.
niger se constituye, de manera especial, como excelen-
te productor de amilasa. Esto se deberfa a que, bésica-
mente, los mohos por crecer en casi cualquier medio
no sean exigentes en cuanto a sus requerimientos
nutricionales; lo que significarfa que facilmente pue-
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den ser cultivados y optimizados para una adecuada y
buena produccién de amilasa (Mera y otros, 2003;
Valenzuelay otros, 2001). Esto es de mucha importan-
cia, cuando se somete a los microorganismos a las con-
diciones de produccién mayor escala, dado a que por
ser de tipo ambiental no contribuyen a incrementar en
demasfa los costos de produccién (Carrera, 2002;
[llanes, 1984; Martinez, 2005; Olivares, 1996; Ruiz,
2008). Asi mismo, por ser de tipo ambiental, no signifi-
can mayores peligros para la salud durante su manipu-
lacion (Florezy otros, 2005; Martinez, 2005).

Los valores de actividad amilasica de los cultivos
de hongos filamentosos (Cuadros 3 y 5), permiten
afirmar y establecer que A. niger LMa se constituye
como un cultivo de buena produccién de amilasa,
dado a que produjo la mayor cantidad de amilasa,
tanto en medio sélido (963 UA/dL y 50,4 USC/100
mL) como en medio liquido (8,45 USC/100mL y 168
UA/dL). Al respecto, es importante enfatizar que en la
presente investigacién, trabajando en condiciones
similares, se obtuvieron mayor cantidad de unidades
de actividad catalitica de amilasa: 953 UA/dL, frente a
las 614,94 UA/dL obtenidas por Pichén (2008) al tra-
bajar con Paecilomyces lilacinus creciendo en salvado
de trigo.

Al comparar los valores de actividad amil4sica de
los preparados enziméaticos obtenidos en medios soli-
dos, medios semisélidos y medios liquidos, se observa
que el medio s6lido a base de salvado de trigo retine las
mejores condiciones para una mayor produccién de
amilasa por A. niger. Esto corrobora los resultados
obtenidos por Pichén (2008) y, en lo que se refiere tan
solo a la utilizacién de salvado de trigo, por Olivares
(1998). Ello se deberia a que el salvado de trigo, aparte
de ser un excelente soporte o sustrato, ofrece diversos
aminodcidos que son bien empleados por los microor-
ganismos para su crecimientoy desarrollo.

El hecho de que el cultivo de A. niger LMa haya
resultado como el de mayor produccién de amilasa,
reafirma y corrobora lo mencionado por Henao
(2006), Buendia (2003), Ruiz (2008) y Valenzuela
(2001), respecto a que A. niger es un buen ejemplo de
mohos que son capaces de crecer en ambientes o
entornos en los que faltan nutrientes esenciales, nece-
sitando casi siempre sustratos ricos en carbono: mono-
sacaridos como la glucosa y los polisacdridos como la
amilosa. Ademss, se debe considerar que A. niger se
puede encontrar cada vez més por las paredes htime-
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das, como un componente importante de los mohos
(Bennett, 2010).

En relacién a lo manifestado en el anterior parrafo,
el hecho de haber empleado al aire, al suelo, al pan y al
arroz como fuentes naturales para el aislamiento de
mohos, especialmente A. niger, obedece a que segiin
Bennett (2010), las especies de Aspergillus son conta-
minantes comunes de los alimentos con almidén (pan
y patatas), y pueden crecer en el interior o en muchas
plantas. Precisamente, Buendia (2003) y Valenzuela
(2001) sostienen que A. niger facilmente crece y desa-
rrolla en hojas caidas de los arboles, asi como en césca-
ras de vegetales.

V. CONCLUSIONES

El aire, suelo y material celuldsico se constituyen
como una buena fuente de hongos filamentosos pro-
ductores de amilasa.

Los hongos filamentosos ambientales se constitu-
yen como una buena fuente de células productoras de
amilasa.

Aspergillus niger se constituye como un buen pro-
ductor de amilasa.

Aspergillus niger produce mayor cantidad de amila-
sa al crecer en medios de cultivo sélidos a base de sal-
vado de trigo.

VI. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Bennett J. 2010. An Overview of the Genus Aspergillus. Asper-
gillus: Molecular Biology and Genomics. Caister Academic
Press. ISBN 978-1-904455-53-0.

Buendia G, Mendoza G, Barcena R, Ortega M, Solis ], Lara A.
2003. Efecto de la amilasa de Aspergillus niger en la digesti-
bilidad in vitro de maiz y sorgo. Agrociencia. 37(4): 317-
322.

Campos-Montiel R, Pimentel-Gonzéilez D, Herndndez-
Fuentes A, Alfaro-Rodriguez R, Viniegra-Gonzilez G.
2008. Influencia de cultivos fangicos en ensayos ruminales
in vitro de diferentes sustratos. Revista Mexicana de
Ingenierfa Quimica. 7(3): 215-221.

Carrera ]. 2002. Médulos de Biotecnologfa. Enzimas Industria-
les, Biorreactores, Variables de Control, Gufas de laborato-
rio y Biotecnologia Agricola y Vegetal. Facultad de Cien-
cias Agropecuarias, Universidad del Cauca. Popayan,
Colombia.

Castro C; Navas C, Caro O, Pifteros Y. 2006. Obtencién de
amilasas fangicas a partir de Aspergillus sp. aislado de semi-
llas de lentejas. Universidad de Bogota. Colombia.

Cueva E 1993. Algunas caracteristicas estructurales y cataliti-
cas de las amilasas de Bacillus licheniformis MIT-12 apH 7y
8. Tesis de Maestrfa. Universidad Nacional de Trujillo.

Cueva E 1995. pH para extraccién y pH y temperatura 6ptimos
de actividad de amilasa de Carica papaya. P13194-95. Uni-
versidad Nacional de Trujillo.

Cueva E Polo E, Villanueva E. 1983. Actividad amil4sica en
semillas de pacae y maiz. Congreso Iberoamericano de
Ciencias Quimicas. Lima, Pert.

Espitia L. 2009. Determinacién de la concentracién de a y B
amilasas comerciales en la produccién de etanol a partir de
almidén de cebada empleando Saccharomyces cereviside.
Trabajo de Grado para optar el Titulo de Microbi6loga Indus-
trial. Pontificia Universidad Javeriana. Bogota, Colombia.

Flérez M, Lopez C, Valencia A. 2005. Actividad de o-amilasas
del hongo entomopatégeno Beauveria bassiana cultivado

en medio liquido Revista Colombiana de entomologfa. 35:
1153-1169.

Henao I, Franco-Correa M, Marin G. 2006. Evaluacién de
métodos de conservacién para Aspergillus niger con activi-
dad enzimatica amilolitica. Universitas Scientiarum.
11(2):51-60.

Illanes A. 1994. Biotecnologia de Enzimas. Edic. Univ. de Val-
paraiso de la Universidad Cat6lica de Valparaiso Chile.

La Torre L. 2008. Analisis estructural y modificacién funcional de
la glucoamilasa de Saccharomyces cerevisiae var. Diastaticus.
Tesis Doctoral. Universidad de Valencia. Valencia, Espana.

Lujan V. 1991. Influencia del pH sobre la produccién y la activi-
dad de las amilasas de Bacillus licheniformis MIT-12. Tesis de
Br. en Ciencias Biolégicas. UNT.

Martinez J. 2005. Utilizacién de a-amilasas en la formulacién
de detergentes industriales. Tesis Doctoral. Universidad de
Granada. Andalucia, Espafia.

Mendo M. 1990. Medios de cultivo en Microbiologfa. Manual
de Laboratorio. 32 ed. Edit. Tricelm, S.A. Lima-Peru.

Mera I, Hoyos ], Carrera ], Forero C, Velasco R. 2003.
Caracterizacién enzimatica de a-amilasa y glucoamilasa en
la hidrélisis de almidén de yuca (Manihot esculenta).
Universidad del Cauca. Popayén, Colombia.

Nahas E, Waldemares M. 2002. Control of amylase production
and growth characteristics of Aspergillus ochraceus. Rev
Latinoam Microbiol. 44: 5-10.

Novo Nordisk S.A. 1992. Enzyme Process Division. Julio-92.
Denmark.

Olivares M. 1996. Ensayo: Procedimientos experimentales
para la produccién, aislamiento y purificacién de la a-
amilasa de Bacillus licheniformis MIT-12. Maestria en Cien-
cias Biol6gicas. Universidad Nacional de Trujillo. Trujillo-
Perd.

Olivares M. 1998. Uso del alcohol etilico comercial a diferentes
valores de pH en la purificacién de -Galactosidasa de
Aspergillus niger. Tesis de Maestria. Universidad Nacional
de Tryjillo.

Pueblo cont. 23(1) 2012 | 165



Marino Olivares de la Cruz, Julio Arellano Barragan, Steban llich Zerpa, Marco Salazar Castillo

Olivares M, Ilich S, Novoa ]. 2011. Produccién y aislamiento de
-Galactosidasa de Kluyveromyces sp. Rev Pueblo Continen-
te.22(2):405-411.

Pandey A, Soccol C, Mitchell D. 2000. New developments in
solid state fermentation: I-Bioprocesses and products.
Process Biochem. 35:1153-1169.

Pérez M, Del Castillo ; Martinez B, Murillo F, Ruiz R, Balsalobre
J. 1989. Un procedimiento para la obtencion de a-amilasas
termoestables, por cultivo de microorganismos superpro-

ductores a altas temperaturas. Compafiia Espafiola de
Petréleos, S.A. —CEPSA. Madrid, Espafia.

Pichén L. 2008. Efecto de la variacién del pH en un medio de
cultivo a base de salvado de trigo para la produccién de
amilasa por Paecilomyces lilacinus. Tesis de Titulo de Bislo-
go-Microbitlogo. Universidad Nacional de Trujillo.

Rodriguez-Sanoja R, Morlon-Guyot J, Guyot JR 2010. Nueva
estructura de fijacion al almidén en las a-amilasas del géne-
ro Lactobacillus. Nutrition, Alimentation, Societés. IRD-
Montpellier. Montpellier, Francia.

Rojo R, Mendoza G, Crosby M. 2001. Uso de la amilasa ter-
moestable de Bacillus licheniformis en la digestibilidad in
vitro del almidén de sorgo y maiz. Agrociencia. 4: 317-322.

166 | Pueblo cont. 23(1) 2012

Ruiz P 2008. Obtencién de aziicares fermentables por degrada-
cién fangica de pulpa de banano (Cavendish valery). Tesis
de Titulo de Ingeniero Quimico. Uuniversidad Técnica
Particular de Loja. Ecuador.

Sarmiento V, Vargas D, Pedroza A, Matiz A, Poutou R. 2003.
Produccién de o-amilasa con células libres e inmovilizadas
de Thermus sp.. Pontificia Universidad Javeriana. Bogot3,

Colombia. MVZ.8(2):310-317.

Tinoco J. 2003. Produccién, purificacién y caracterizacién
bioquimica de las amilasas extracelular e intracelular de
Streptococcus bovis. Tesis Doctoral. Universidad Politécnica
de Madrid. Espafa.

Valenzuela E, Leiva S, Godoy R. 2001. Variacién estacional y
potencial enzimatico de microhongos asociados con la
descomposicién de hojarasca de Nothofagus pumilio. Rev.

Chil. Hist. Nat.. 74 (4).

Vercauteren R, Dendooven E, Heylen A. 1998. o-amilasa
purificada de origen flngico estable en 4cido. La Sas Van
Gent. Holanda.

Whiteburst R. 2002. Enzymes in Food Technology. Edit. Shef-
field Academic Press. Nueva York, USA.



