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EFECTO DE LA VARIACION DEL PH EN UN MEDIO DE CULTIVO A BASE DE
SALVADO DE TRIGO PARA LA PRODUCCION DE AMILASA POR
PAECILOMYCES LILACINUS.

Effect of the change in pH in a culture medium based on wheat bran for the production of
amylase by Paecilomyces lilacinus.

Luis Pichén-Moreno , Mariana Flores-Abad , Cinthya Obeso-Villazon , Julio
Arellano-Barragan2

RESUMEN

En el presente trabajo se evalud el efecto de la variacion del pH en cultivos a base de salvado de trigo para la
produccién de amilasa por Paecilomyces lilacinus, los cultivos se realizaron en botellas planas de 250 mL
conteniendo 20 gramos de salvado de trigo, solucion tampon Acetato 0.1 M pH 5, Fosfato 0.1 M pH 7 y Carbonato
0.1 M pH 9; controlandose las variables temperatura, tiempo y contenido de humedad. Las amilasas producidas en el
medio se extrajeron con 80 mL de la solucion buffer respectiva, agitando durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Luego se filtro al vacioy se conservd el eluato. La actividad amilasica se determiné usando una solucion
de almidon tamponada (0.05 % almidén, 0.15 M NacCl, 0,1 M acetato de sodio pH 5.0) como sustrato. Las lecturas se
hicieron en un espectrofotdmetro a 540 nm para obtener las unidades enzimaticas. En valores promedios se
determind que a pH 5 se obtuvo la mayor produccion de unidades amiloliticas con un valor de 614.94 UA/dL, en
contraste con los obtenidos a pH 7'y pH 9 que fueron de 508.77 y 488.86 UA/dL respectivamente. Los resultados del
analisis de varianza, determinaron que existe diferencia altamente significativa en el tratamiento a pH 5 en
comparacion con los otros tratamientos ensayados.
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ABSTRACT

This work was aimed at determining the effect of the change in pH in a culture medium based on wheat bran for the
production of amylase by Paecilomyces lilacinus under experimental conditions, crops were flat in bottles of 250 mL
containing 20 grams Wheat bran, 0.1 M acetate buffer pH 5, phosphate and carbonate PH 7 M0.1 M 0.1 pH 9; the
variables of temperature, time and moisture content were managed in their values more suitable for this process. The
amylases produced in the middle were extracted with 80 mL of the respective buffer solution, stirring for 30 minutes
at room temperature. It then leaked to the vacuum and the eluate was retained. The amylase activity was determined
using a starch solution buffered (0.05% starch, 0.15 M NaCl, 0.1 M sodium acetate, pH 5.0) as a substrate. The
readings were performed in a spectrophotometer to an absorbance of 540 nm to obtain the units enzyme. On average
values are determined that at pH 5 was obtained by the increased production of amilolytic units with a value of 614.94
AU/ dL, higher than those obtained at pH 7 and pH 9, which were 508.77 and 488.86 AU/dL respectively. The results
of all experiments were analyzed by the statistical method analysis of variance determined that there is a highly
significant difference in treatment at pH 5 compared with the other treatments tested.
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INTRODUCCION

Las propiedades de Paecilomyces lilacinus
como entomopatogeno, la conservacion de la
virulencia en la preparacion (antes de su
aplicacién y después de un periodo de
almacenaje) y la especificidad que presentan’,
han sido objeto de estudios en los ultimos
afios. Otro aspecto estudiado, es con respecto
a su actividad biocida reportdndose que las
enzimas proteoliticas y quitinoliticas de P.
lilacinus estan involucradas en el ataque a los
huevos de los nemétodos*.

Para la utilizacion de P. lilacinus se han
disefiado diferentes medios de cultivo
adecuados para el crecimiento de este hongo,
teniendo en cuenta el sustrato a emplear. Entre
los medios mas usados en laboratorio tenemos
al agar papa dextrosa (PDA), arroz, y granos
de cereales, pero no son econdémicamente
recomendables. Otro medio usado es el maiz
semimolido, vaina de arroz, agua de azucenas,
machacado de papa y hojas de Lucaena
leucacephola para una produccion dptima de
P. lilacinus’,también en Cuba se desarrollé un
procesamiento para la obtencion de un
formulado del hongo P. lilacinus viable y de
valor comercial para el control de neméatodos,
el cual estd basado en el disefio de un medio de
cultivo optimizado y de bajo costo compuesto
por melaza de cafa (2-4%) y fosfato de
amonio (0.8-1,0%) que permite alcanzar altos
volimenes de conidios (90 a 95% de las
esporas totales) en cultivo sumergido *.

Uno de los principales obstaculos que
presenta el uso de este hongo como
controlador bioldgico, es la escasa
disponibilidad de métodos de bajo costo para
la produccion de altos volumenes de esporas
estables (conidios) en condiciones
industriales, ya que las mismas son
consideradas las de mayor interés para su
empleo como bioplaguicidas, debido a su
resistencia y estabilidad .

En todos estos disefios de produccion se
controlan factores como pH, luz,
temperatura. Cada uno de los métodos tiene
ventajas y desventajas, por lo cual la decision
depende de varios factores, entre los que por

supuesto, la calidad del producto final y su
factibilidad tecnoldgica y econémica son los
maés importantes ’.

Existen substratos solidos baratos y con buena
disponibilidad como el salvado del trigo, el
salvado de arroz, el salvado de cebada, pero
su aprovechamiento esta relacionado
directamente con el comportamiento
enzimatico del microorganismo .

En esa direccion se han enfocado trabajos
tendientes a evaluar diferentes matrices
solidas sobre las cuales inmovilizar y
multiplicar el hongo, que les sean tutiles como
fuente de carbono y que tengan bajo costo,
esto es el caso del salvado de trigo, que es un
producto de desecho, y en donde se observo
un buen crecimiento, siendo posible optimizar
un sistema a base de éste para la productividad
de P. lilacinus’.

Se han realizado diversas investigaciones con
el proposito de evaluar la actividad de una
enzima especifica como ayuda para la
caracterizacidén de hongos
entomopatégenos” . Actualmente se sabe
que enzimas como las amilasas, proteasas,
quitinasas y lipasas participan en el
mecanismo de infeccion durante la invasion
al hospedero. Hongos entomopatogenos
como Metarhizium anisopliae y Beauveria
bassiana inician su proceso de infeccion
cuando la conidia germina y penetra a través
de la cuticula del insecto. Las enzimas
involucradas en este proceso pueden ser
producidas in vitro; mediante el uso de
sustratos especificos ™.

Las amilasas son enzimas que catalizan las
reacciones hidroliticas del almidon, dando
origen a diversos productos que poseen una
gran relevancia para algunas operaciones y
procesos industriales. Las amilasas son
comunmente halladas en animales y en
plantas, sin embargo, para fines industriales,
las mas utilizadas son aquéllas de origen
bacteriano o fungico'"

Conrespecto a Paecilomyces y su produccion
de amilasa se encontro un trabajo relacionado
al “Beiju” que es una masa de yuca
fermentada naturalmente de los paises
orientales, utilizada para la produccién de
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una bebida alcohdlica indigena llamada
“Tiquira” aqui se encontrd que las
poblaciones microbianas en el “Beiju”
resultaron ser mohos, predominantemente
fueron Aspergillus niger y Paecilomyces sp
también se encontraron poblaciones
moderadas de Rhizopus sp semejantes a R.
delemar y pequefias poblaciones de
Neurospora sp. en el “Beiju”. Se encontrd que
Paecilomyces sp produjo una elevada
actividad del alfa-amilasa, en tanto que R.
delemar produjo pequefias cantidades de la
enzima. Por otra parte, A. niger y R. delemar
produjeron grandes cantidades de
amilogluosidasa, en tanto que Paecilomyces
sp . y Neurospora sp. produjeron pequefias
cantidades de enzima". El pH del medio
donde crecera el hongo es también de mucha
importanciapara la produccionde enzimasy
el comportamiento de las mismas, por
ejemplo, se ha encontrado que las amilasas
presentes en el complejo enziméatico del
cultivo de Aspergillus sp. sobre salvado de
trigo, fueron activas en el desdoblamiento en
la molécula de almidéon a pH 5.0 y
temperatura de 37°C demostrando el caracter
débilmente acido y su proveniencia mesdfila.
Esto contrasta con pruebas anteriores en las
cuales se ha establecido el pH 6ptimo de las &
y a4 — amilasas en un valor de 7.0 y 5.0
respectivamente .

P. lilacinus mostrd un cambio morfoldgico de
filamentoso a células artroconidias redondas
cuando el pH era cambiado del neutro al
alcalino. Hay muchos informes sobre la
produccion de metabolitos asociados con el
cambio de pH asi como con la condicién
medioambiental .

El presente trabajo busca desarrollar una
metodologia para la evaluacion rapida y
sencilla de la produccion de amilasa de P.
lilacinus, pues no se han encontrado reportes
de produccion de amilasa en la especie
lilacinus de Paecilomyces, asimismo, el
empleo de un medio sélido utilizando el
salvado de trigo a diferentes pHs con el
proposito de encontrar el pH con el que se
obtenga la mayor produccion de esta enzima.
Del mismo modo se, evaluo el empleo del
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salvado de trigo como soporte solido-sustrato
paralaproducciéon de amilasa por P. lilacinus.

MATERIAL Y METODOS
MATERIAL BIOLOGICO

Cultivo puro de P. lilacinus proporcionado
por el Laboratorio de Tecnologia enzimatica,
En tomopatdgenos y Productos Naturales.
Facultad de Ciencias Biologicas. Universidad
Nacional de Trujillo.

Salvado de trigo (Triticum Sativum Lam)
obtenido del mercado local.

PROCEDIMIENTO

Reactivacion de la cepa de P. lilacinus’ A
partir de un stock de cultivo de P. lilacinus se
realizé una suspension con Tween 80 al 0,5
%, luego se procedio a hacer resiembras del
cultivo en 6 placas petri conteniendo Agar
Sabouraud - Almidén los cuales se incubaron
a28°C £por 6 dias.

Siembra e incubacidén de cultivos
monosporicos’

De las 6 placas conteniendo P. lilacinus
sembrado en Agar Sabouraud — Almidon, se
obtuvo una suspensioén de esporas en agua
destilada estéril, la cual se estandarizdé a una
concentracion de 10° esporas por mililitro,
luego se separ6 1 mL de la suspension
estandarizada a esa concentracion y se
mezclo con 1 mL de agua destilada estéril en
un tubo de ensayo, obteniéndose una
concentracion final de 5x10 ’esporas/mL.
Posteriormente se inoculd por superficie un
volumen de 0,1 mL con la suspensién de
esporas obtenida en 6 placas petricon
teniendo Agar Sabouraud — Almidén. La
totalidad de las placas fueron incubadas a
28°C = por espacio de 24 horas, observadas al
microscopio con la finalidad de poder
detectar las esporas que germinaron, las
mismas que fueron extraidas con bisturi
esterilizado y sembradas en la parte central de
placas conteniendo Agar Sabouraud —
Almidon. Las placas se incubaron a 28°C +
por espacio de 13 dias, obteniéndose asi
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cultivos monospdricos de Paecilomyces
lilacinus .

Tamizado de colonias de P. lilacinus
productoras de amilasas'’

Los 6 cultivos monosporicos de P. lilacinus
se replicaron por puntura en 6 placas petri
con medio Saboraud — Almiddén. Se
incubaron a 28°C durante 3 dias.
Posteriormente las colonias de P. lilacinus
quemads produjeron enzimas hidroliticas se
enzimas hidroliticas se observando el halo de
degradacion del almidon (circulo claro
alrededor de la colonia). Para facilitar la
deteccidn, se revelo la presencia de almidon
en el medio por el agregado de solucion de
L/KI (0.026 % I,+ 0.26 % KI) que form6 un
complejo con el polisacarido dando una
coloracidn azul. Los cultivos monosporicos
de los cuales se obtuvo los cultivos con mayor
produccién de enzimas hidroliticas del
almidon fueron rotulados y guardados en
refrigeracion.

Determinacion del contenido de Humedad
del Salvado de Trigo'' El contenido de
humedad del salvado de trigo fue estimado
secando 10 gr. de salvado de trigo hasta un
peso constante a 95°C por 12 horas y el peso
seco fue registrado. Luego se fijo el contenido
de humedad inicial del medio sdlido
remojando el salvado de trigo con la cantidad
deseada de agua (4, 5, 6, 7, 8,9, 10 mL de
agua/10 g. de salvado de trigo en cada caso).
Después, la muestra otra vez fue secada como
se describid inicialmente y el contenido de
humedad fue calculado asi:

Perdida de peso durante la desecacion.

*100 =%H.0

Perdida de peso antes de desecarse.

Luego se observé que el contenido mayor de
humedad fue obtenido al agregar 10 mL de
agua, que nos dio 56 % de humedad en el
Salvado de trigo, que fue el utilizado en el
presente trabajo. Produccion de amilasas en
medio s6lido Produccién de esporas’

Los cultivos monospdricos con mayor
actividad amilésica se replicaron en Tubos
de Ensayo 13x100 mm conteniendo 5 % de
salvado pulverizado y 2% agar. Se sembr6 con
el asa cada colonia en un Tubo de ensayo. Se

incubd a28°C durante 5 dias.

Preparacién de Tampones

Los Tampones usados fueron: Tampodn
Acetato 0.1 M pH 5, Tampon Fosfato 0.1 M
pH7yel Tampon Carbonato 0.1 M pH 9.

Preparacion del sustrato soélido e
inoculacion de esporas '

En botellas planas de 250 mL se coloc6 20 g
de salvado de trigo y se autoclavd, luego se
humedecio el salvado con 20 mL del tampdn
en experimentacidén previamente
autoclavado. Se colocaron las botellas
planas en forma horizontal y, en condiciones
de esterilidad, se confirm6 el pH del medio
con cintas de pH esterilizadas en una camara
UV. Posteriormente de los cultivos de
P.Lilacinus contenidos en tubos de ensayo se
hizo una suspension en 5 mL de NaCl —
Tween 80 al 0.5 %. Se inoculé 3 mL de la
suspensiéon de esporas (llevada a una
concentracion de 2 x 10" esporas/mL) en las
botellas planas de 250 mL conteniendo
humedecido con el Tampodn de
experimentacion y con una bagueta se
extendié el medio tratando de formar una
superficie plana. Luego fueron incubados a
28 °C durante 5 dias hasta la formacion de
abundante micelio.

Extraccion de las enzimas

Las amilasas producidas en el medio de
salvado del trigo por P. lilacinus en los
diferentes niveles de pH, se extrajeron con
80 mL de la solucion tampdn respectivo.
Agitamos durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Luego filtramos al vacio y se
conservo el eluido en congelacion a - 13°C
hasta la determinacién de las unidades de
enzima.diferentes niveles de pH, se
extrajeron con 80 mL de la solucién tampon
respectivo. Agitamos durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Luego filtramos al
vacio y se conservo el eluido en congelacion
a -13°C hasta la determinacion de las
unidades de enzima.
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Medicion dela actividad Enzimatica 16

La actividad amilasica se determind
utilizando almidon como sustrato. La
solucion de sustrato consiste en una solucion
de almidon tamponada (0.05 % almidon,
0.15 M NaCl, 0,1 M acetato de sodio pH:
5.0). La reaccion enzimadtica consistio en

incubar 10 pl del eluido del cultivo de P.
lilacinus con 0.5 ml de solucion de sustrato.
La incubacion se realiz6 a 37°C durante 7.5
min. La reaccidn se detuvo agregando 4.5 ml
de solucion reveladora y se midid la
absorbancia a 640 nm. El protocolo se detalla
acontinuacion:

Medicion de actividad amilasica

Tubo N2 Extracto Solucionde
enzimatico sustrato
Blanco - 0.5 mL
reactivo
Blanco 10 pL -
muestra
Muestra 10 pL 0.5mL

Incubacién Solucién Absorbancia a
a 37°C reveladora 640 nm
7.5 min. 4.5 mL -

7.5 min. 4.5 mL -

7.5 min. 4.5 mL -

Para el célculo de resultado usamos la siguiente formula:

Absorbancia (Blanco)

Absorbancia( Muestra)

Amilasa UA/dI

1000

Absorbancia( Blanco )

Absorbancia del Blanco = Abs. de Blanco reactivo + Abs. de Blanco muestra.
Absorbancia de Muestra = Absorbancia de cada eluido enzimatico.

RESULTADOS

En la Tabla 1, se observa que el promedio de
las Unidades Amiloliticas producidoenpH 5
es de 614.94 UA/dL, la cual es visiblemente
mayor que los producidos porpH7ypH9 que

presentaron resultados de 508.77 y 488.86
UA/dL respectivamente como promedio de
Unidades Amiloliticas producidas,
indicando rendimiento 6ptimo de P. lilacinus
para producir Amilasaa pHS.

Tabla 1. Unidades Amiloliticas producidas por P. lilacinus en cada uno de los experimentos en los cuales
se cultivo al hongo en Salvado de Trigo en un respectivo pH; empleandose Botellas planas de
250 mL, temperatura de 30°C y un tiempo de 5 dias.

Tratamientos

Unidades de enzima (UA/dL)

Promedio de las
unidades de enzima
en los 3 experimentos

Experimento

1 2
pHS 620.69 603.44
pH 7 508.77 526.32
pH9 483.3 500.0

Experimento

Experimento

3
620.69 614.94
491.23 508.77
483.3 488.86
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En la Tabla 2, segtin la prueba Post-ANOVA DHS de Tukey, se observa que existe diferencia
altamente significativa entre los pares de medias de: pH 5-pH 7 y pH 5- pH 9, en tanto no hay
diferencia en las medias entre pH 7 y pH 9, por ende podemos aseverar que el nivel de pH 5
es el que optimiza la produccion de amilasa.

Tabla 2. Técnica Post - ANOVA DHS de Tukey para determinar que nivel depH maximiza la

produccion de amilasa.
(1) N'( Jl)d Diferencia Significacis
Nivel de pH 'v:H € entre medias (I - J) lgnimcacion
pH 7 106.16667(*) 0,000
pH5
DHS de Tukey pH 9 126.07333(*) 0,000
pH 7
pH 9 19.90667(**) 0,222

Basado en las medias observadas.
(*) La diferencia de medias es significativa al nivel ,05.
(**) No hay diferencia significativa.

En la fig. 1, se aprecia la diferencia de promedios de las Unidades Amiloliticas en los 3
experimentos realizados por pH utilizado. Podemos apreciar como la produccion a pH 5 es
altamente significativa comparado a lo producido a pH 7 y pH 9, en cambio, entre estos dos
ultimos la diferencia no es significativa.
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Fig. 1. Produccién promedio de Unidades Amiloliticas por P. lilacinus cultivado en medio sélido
con diferentes pH.

Enlafig. 2, 3 y 4 se observa el crecimiento de P. lilacinus en las botellas planas de 250 mL
conteniendo salvado de trigo con su respectivo tampdn, en las tres botellas hubo crecimiento,
pero en las que contenian los tampones de pH 5 y pH 7 el crecimiento fue mayor.
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Fig. 4. Crecimiento micelial de P. lilacinus en salvado de trigo a pH 9
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DISCUSION

El término produccion de una enzima esta
referido tanto a la sintesis de la enzima por
parte del hongo como a la actividad de la
enzima en el medio una vez que ha sido
producida. La capacidad de P. lilacinus para
degradar el almidon fue empleada en esta
investigacién como un criterio para
determinar el potencial de producir
enzimas de tipo amilolitico”.

Sin duda alguna, la expresion de esta enzima
digestiva por parte de este hongo
entomopatogeno que crece en medios
liquidos o bien solidos dependera en gran
medida de la composicion del mismo. Hongos
como Bauberia bassiana, Metarhizium
anisopliae, Paecilomyces spp. y Verticillum
lecanii, producen altas cantidades de
proteasas y quitinasas en medios de cultivos
que estimulen su expresion™.

Las amilasas presentes en el complejo
enzimatico obtenido del cultivo

de P. lilacinus sobre el salvado de trigo,
fueron activas en el desdoblamiento de la
molécula del almiddn, esto nos demuestra el
uso que se le puede dar a este producto de
desecho como medio sélido para el
crecimiento de P. lilacinus, bien para su
propagacion y posterior obtencion de esporas,
pues se observo un abundante crecimiento
micelial, o bien para optimizar un sistema a
base de salvado de trigo para producir y
obtener amilasa para

uso industrial*".

Segtn los resultados obtenidos, se registrd
una mayor produccion de amilasas por P.
lilacinus en el sistema experimental cuyo
tratamiento fue a pH 5.0 con un valor
promedio de 614.94 UA/dL en contraste con
la producciéon a pH 7 y pH 9 que fueron de
508.77 y 488.8 6 UA/dL respectivamente,
demostrando la preferencia del hongo de
crecer en medios débilmente acidos, asi como
también el pH ideal para la

produccién de amilasa”.

El pH del medio de cultivo es uno de los
factores mas importantes que influyesobre
el crecimiento de los microorganismos.

Como ejemplo Eng y colaboradores
evaluaron el crecimiento del hongo
Botryodiplodia theobromae RCI1 hongo
fitopatogeno de zonas tropicales, en pH de un
rango de 5 a 10, encontrando mayor
crecimiento en pH 5 y pH 7, esto demuestra el
caracter débilmente acido de ciertos hongos,
especialmente fitopatdogenos, que tienen un
mejor funcionamiento de su maquinaria
enzimética en esos ambientes’’.

Se evidencia claramente que en general los
hongos tienen un pH 6ptimo cercano a 5, en el
comercio se encuentran diversas
preparaciones derivadas de hongos de los
grupos Aspergillus y Rhizopus donde su
actividad es méaxima entre pH 4 y pH5 *.
Cayroly Col., en un estudio de las propiedades
nematicidas de P. lilacinus encontraron que a
pH 5hubo una mayor produccion de enzimas
y toxinas que permitieron una mejor accion
nematicida del hongo, confirmandose la
influencia del pH

en la enzimatica de P. lilacinus™.

Pero no solo P. lilacinus alcanza su mayor
potencial a pH débilmente acidos, también se
evidencia la mayor estabilidad de la enzima
amilasa a pH 5. Las amilasas estables en
medio 4cido pueden ser encontradas en A.
niger, también se han encontrado en A.
awamori, donde se describié que esta
amilasa, especificamente la alfa-amilasa era
estableentrepH 3,5y

6,5".

Es evidente a partir de trabajos anteriores, que
la alfa-amilasa estable en medio acido de A.
niger, o de otras especies de Aspergillus que
producen alfa-amilasa estable en medio
4cido, es de potencial importancia industrial™
24

Otros factores tales como la concentracion
optima de indculo, propician una mayor
actividad de la enzima y acortan notablemente
el tiempo requerido para que el
desdoblamiento enzimatico del almidon se
inicie, permitiendo de esta forma que el hongo
alcance a completar la digestion total del
sustrato”.

El contenido de humedad del sustrato también
afecta el buen desenvolvimiento de la enzima,
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ya que el agua puede afectar la reactividad
quimica a través de distintos mecanismos,
actuando como solvente, reactivo, o afectando
a las reacciones enzimaticas debido a su
influencia sobre la viscosidad del sistema, en
el caso de la presente investigacion el factor
humedad afecto positivamente la accion de la
amilasa, es por ello que se proporciono 56%
de humedad en el salvado de trigo™.

En base a los resultados obtenidos, se puede
seflalar que la metodologia utilizada y
estandarizada en el presente trabajo permitird
no soélo la evaluacion rapida y sencilla de la
actividad de amilasas provenientes de P.
lilacinus, sino también facilitara el estudio de
otros sistemas enzimaticos generados en
medios de cultivo conteniendo o no un
sustrato especifico. Dado que actualmente se
sabe que existe una marcada correlacion entre
la actividad de enzimas digestivas de hongos
y su patogenicidad en campo, la
implementacion de una metodologia como la
que se plantea en este trabajo podria facilitar
el aislamiento, la evaluacién y seleccion de
aislamientos de hongos entomopatogenos por
su potencial para el control de insectos
plaga™.

CONCLUSIONES

P. lilacinus, produce amilasa en medio de

cultivo solido.

« La mayor produccion de Unidades
amiloliticas por parte de P. lilacinus se
presentd a pH 5, con un valor promedio de
614.94 UA/dL.

* El salvado de Trigo resulté ser un

excelente sustrato solido para el

crecimiento del hongo y la produccion de
amilasa.
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