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Resumen

Anualmente en la industria de procesamiento de raices y tubérculos se generan
grandes cantidades de almiddn, los cuales no poseen una disposicion final adecuada.
Una alternativa, constituye la biotransformacion del almidon en carbohidratos mas
simples, que da valor agregado a una sustancia catalogada en primera instancia como
desecho. El objetivo de la investigacion fue aislar hongos filamentosos capaces de
producir amilasas a partir de tubérculos de oca (Oxalis tuberosa) y mashua
(Tropaeolum tuberosum), recolectados en el canton Saquisili.

Se utilizé el medio especifico YPS adicionando 5% de almiddn de yuca y 5% de
almidon de papa. Se seleccionaron 8 taxones que se agruparon en 4 géneros: Mucor,
Penicillium, Fusarium y Trichocladium. Se establecio 28 tratamientos a los cuales se
determind la cinética de crecimiento y produccion de azlcares por un tiempo de 120
horas.

Los tratamientos T11, T5, T16 y T27 fueron los de mayor produccion de azlcares
totales en 110 ¢g/L de almidon. La cinética de crecimiento evidencié que los
complejos presentaron una fase de adaptacion menor a 24 horas. Se determiné que, a
mayor cantidad de biomasa, mayor produccién de azlcares. Se concluye que T5 y
T11 fueron los mejores tratamientos, ya que presentaron una produccion de 42,1% y
41,5% respectivamente. Por tal razén estos tratamientos tienen importancia para

futuras investigaciones, ya que pueden tener aplicacion a gran escala.

Palabras clave: Almidon, hidrolisis, azlcares, taxones fungicos.



Abstract
The industry of processing roots and tubers generated large amounts of starch
annually, which disposal is inappropriate. Starch biotansformation into simple
carbohydrates is one alternative that added value to a substance listed in first instance
as waste. The research objective was to isolate filamentous fungi that are able to
produced amylase from oca (Oxalis tuberosa) and mashua tubers (Tropaeolum

tuberosum), collected in Saquisili canton.

Specific YPS medium adding 5% of yucca starch and 5% of potato starch was used.
Eight taxa grouped into 4 genres: Mucor, Penicillium, Fusarium and Trichocladium
were selected. Twenty-eight treatments were established in which growth kinetics

and sugar production was determined in a period of 120 hours.

T11, T5, T16 and T27 treatments were the most productive of total sugars at 110 g/L
of starch. Growth kinetics showed that the treatments had an adaptation phase of less
than 24 hours. It was determined that, the more amount of biomass, the more
production of sugar. We concluded that T5 and T11 were the best treatments, since
they presented a production of 42.1% and 41.5%, respectively. And for this reason,
these treatments are important for future research because they can be applied on a

large scale.

Keywords: starch, hydrolysis, sugar, fungal taxa.



Introduccion
La Biotecnologia ha logrado grandes avances en las Gltimas décadas, un propdsito
esencial de la misma radica en desarrollar procedimientos que permitan el
aislamiento, seleccion de organismos y/o sus partes, con fines industriales. Esto
sumado a la tendencia actual, que busca una produccion mas limpia, han abierto un
extenso campo para la elaboracion de productos bioldgicos mas estables, confiables
y de bajo impacto ambiental.
Anualmente en el sector industrial se generan grandes cantidades de residuos
organicos, que no poseen una disposicion final adecuada. Este es el caso del almidon,
catalogado como desecho en industrias de procesamiento de raices y tubérculos
como papa (Solanum tuberosum) o yuca (Manihot esculenta) (Prada, 2012, pags.
184-185). Este polisacarido puede ser reutilizado mediante un tratamiento con
amilasas y ser convertido en sustancias de interés (Adrio & Demain, 2008, pag. 45),
con lo que se obtendrian beneficios de los materiales considerados en principio como
residuos.
La produccién de enzimas ha permitido optimizar procesos, ademas de ser amigables
con el medio ambiente. Estas se obtienen de microorganismos que a través de
procesos evolutivos se han especializado en descomponer diferentes tipos de
sustratos (Segura & Navarrete, 2012, pag. 26). Dentro de los mas empleados se
encuentran los hongos filamentosos, pues crecen con rapidez, excretan gran variedad
de enzimas y su biomasa en forma de micelio puede separarse con facilidad de los
caldos de cultivo (Viniegra, 2003, pag. 18).
Las amilasas son enzimas hidroliticas que han sustituido a la hidrolisis quimica, ya
que poseen mayor especificidad, proporcionan un mejor control de los procesos y no

generan productos indeseables; por lo que son empleadas en la elaboracion de



productos alimenticios, combustibles, medicamentos, detergentes, entre otros
(Morales & Sanchez, 2004, pag. 44).

De ahi la importancia de entender y aprovechar la capacidad productora de las
enzimas presentes en microorganismos como los hongos, a través de la investigacion
para el desarrollo de un enfoque productivo con el fin de descubrir nuevos usos y
aplicaciones en el sector industrial, disminuyendo costos, dafios ambientales y
obteniendo productos con altos estandares de calidad.

En el presente trabajo de investigacion se ha considerado el uso de tubérculos
autoctonos, ricos en almidon, como lo son la oca (Oxalis tuberosa) y mashua
(Tropaeolum tuberosum). De esa manera es de nuestro interés trabajar con
tubérculos, que permitiran el crecimiento de hongos filamentosos capaces de
producir amilasas. En tal virtud el trabajo tiene como objetivos: aislar y seleccionar
al menos 8 taxones de hongos filamentosos con capacidad productora de amilasas a
partir de tubérculos de oca y mashua recolectados en el canton Saquisili, utilizando
técnicas microbioldgicas selectivas; identificar y caracterizar con ayuda de técnicas
taxondmicas a los taxones aislados; determinar la mayor capacidad de degradacién
del almidon ejercida por complejos enzimaticos conformados por 2 hongos mediante
pruebas de azucares reductores y determinar la cinética de crecimiento de los hongos
en el complejo enziméatico. De la misma manera, se propone como hipotesis
alternativa que: al menos un complejo comprendido por 2 taxones de hongos
filamentosos es capaz de degradar almidon y producir azicares reductores; mientras
la hipotesis nula plantea que los complejos comprendidos por 2 taxones de hongos

filamentosos no degradan almidon y por ende no producen azlcares reductores.



Capitulo 1.

Marco conceptual

1.1. Raices y Tubérculos Andinos (RTAS)

“Mas de 25 especies de raices y tubérculos fueron domesticados por las poblaciones
americanas antes del siglo XV, de éstas, 17 fueron domesticadas en las duras
condiciones de la region andina” (Espin, y otros, 2001, pag. 49). Sin embargo, las
tendencias nacionales de produccién y consumo indican que estos cultivos estan en
continuo declive, ya que son rubros que en la mayoria de casos estan destinados para
el autoconsumo y sélo los pequefios remanentes son destinados para la venta. Este
contexto desluce el gran potencial de los RTAs, pues poseen altos valores
nutricionales (carbohidratos, fibra, proteinas), que se plantean como alternativas para
la transformacién industrial, fuente de metabolitos, entre otras (Barrera, Tapia, &
Montero, 2004, pag. 13).

Entre los RTAs se incluyen la papa (Solanum tuberosum), melloco (Ullucus
tuberosus), oca (Oxalis tuberosa), zanahoria blanca (Arracacia xanthorrhiza),
mashua (Tropaeolum tuberosum), achira (Canna edulis), miso (Mirabilis expansa),
jicama (Smallanthus sonchifolius) (Espin, y otros, 2001, pags. 49-50), (Barrera,
Tapia, & Montero, 2004, pags. 6-9).

Las areas de mayor produccion en Ecuador, se localizan principalmente en la region
Sierra, en las zonas sub-paramo seco y sub-paramo humedo. Entre los sitios de
mayor produccion se encuentran: Saquisili, San Gabriel, Cristobal Coldon, Cebadas,
Pilahuin, Canar y Saraguro. Dentro los principales ecotipos de oca producidos se
mencionan: blanco, amarillo y cambray (amarillo con pintas rosadas); mientras que

en mashua se encuentran el ecotipo amarillo y sucsu mashua (amarillo con pintas



rosado-rojas) (Espinosa, Vaca, Abad, & Crissman, 1996, pags. 17-88). La

descripcion taxonomica de la oca y mashua se muestra en la tabla 1.

1.2. Oca (Oxalis tuberosa Molina 1810)

“La oca es una planta herbacea, perenne, con tallos erectos de donde nacen
numerosos estolones que presentan engrosamientos terminales (tubérculos), que
tienen formas alargadas, cilindricas o coénicas” (Barrera, Tapia, & Montero, 2004,
padg. 5). Presenta innumerables nombres comunes, por ejemplo: “miquichi”,
“huasisai” “cuiba”, “quiba” o ibia”. “Crece en suelos pobres y es tolerante a climas
frios. Su sabor dulce, consistencia harinosa y su alto contenido de proteinas hacen de

este tubérculo un alimento muy nutritivo, popular entre la poblacion andina”

(Icochea, 1997, pag. 57).

1.3. Mashua (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon 1802)

“La mashua es una planta anual, rastica, herbacea, que se desarrolla bien a
temperaturas bajas y en suelos pobres, ademas, es resistente a nematodos y otras
plagas, razon por la cual, se siembra regularmente como cerco de proteccion de otros
cultivos” (Manrique, y otros, 2013, pdg. 1). Presenta innumerables nombres
comunes, por ejemplo: “mashwua “afiu”, “isafo”, “cubio”, “yanaoca”. “Sus
tubérculos tienen un elevado contenido de fibra, proteinas, carbohidratos, acido
ascorbico y calorias, asimismo contienen glucosinolatos, que al ser hidrolizados se

convierten en isotiocianatos, responsables de otorgar el tipico sabor picante”

(Manrique, y otros, 2013, pag. 1).



Tabla 1.

Descripcion taxonomica de la mashua y oca

Oca Mashua

Reino: Plantae
Superdivision: Embryophyta
Division: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Superorden: Rosanae
Orden: Brassicales Oxalidales
Familia: Tropaeolaceae Oxalidaceae
Género: Tropaeolum Oxalis

Tropaeolum tuberosum Ruiz | Oxalis tuberosa Molina
Especie:

& Pavén 1802 1810

Nota: Adaptado de Integrated Taxonomic Information System (ITIS, 2015), por J. Molina y D.

Sanmartin, 2015.

Son varios los factores que influyen en la composicion quimica de la oca y mashua,
entre los principales a tener en cuenta se tienen: el tipo de suelo, clima, variabilidad
genética, cantidad de agua, practicas culturales (Espin, Villacrés, & Brito, 2004,
pags. 91-92). En la siguiente tabla se aprecia la composicion quimica de la oca y

mashua.



Tabla 2.
Composicion quimica de diez lineas promisorias de mashua y oca, pertenecientes al
banco de germoplasma del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias del

Ecuador (INIAP)

Parametro Mashua Oca
Humedad (%) 88,70 77,73
Cenizas (%) 4,81 3,39
Proteina (%) 9,17 4,60
Fibra (%) 5,86 2,16
Carbohidrato Total (%) 75,40 88,19
Ca (%) 0,006 0,012
P (%) 0,32 0,14
Mg (%) 0,11 0,0065
K (%) 1,99 1,30
Cu (ppm) 9,00 2,25
Fe (ppm) 42,00 48,85
Mn (ppm) 7,00 5,35
Zn (ppm) 48,00 5,95
Almidon (%) 46,92 42,17
Azlcar Total (%) 42,81 9,68
AzUcares reductores (%) 35,83 7,62

Nota: Datos expresados en base seca y muestra entera. Basado en el valor promedio de 30
determinaciones por cada anélisis. Adaptado de Composicién Quimica, Valor Nutricional y Usos
Potenciales de siete especies de Raices y Tubérculos Andinos (Espin, y otros, 2001, pag. 55) por J.

Molina 'y D. Sanmartin, 2015.



1.4. El almidon

“Es el principal carbohidrato de reserva de los vegetales; estd organizado en
granulos, cuya morfologia, composicidén quimica y estructura son caracteristicas de
cada especie. Representa una fraccion importante en gran nudmero de productos
agricolas como: cereales (30-80%), leguminosas (25-50%), tubérculos (60-90%),
entre otras” (Bello & Paredes, 1999, pags. 29-33).

La forma y tamafio del granulo de almidon son determinantes en su procesamiento,
ya que afecta la solubilidad en el medio y el poder de hidratacion, del cual depende
para la formacion de una Unica fase homogénea (Medina & Salas, 2008, pag. 57). En
la siguiente tabla se evidencia el tamafio y forma de los granulos de la oca y mashua

(Espin, y otros, 2001, pag. 58).

Tabla 3.

Tamarfio y forma de los granulos de almidon de oca y mashua

Eje mayor Eje menor
Tubérculo/ Raiz Forma
(micras) (micras)
Oca 29,49 + 2,48 20,13 +£2,08 Ovoide
Mashua 15,60 £ 2,41 12,47 + 1,87 Esférica

Nota: Basados en el tamafio y forma de los granulos de la oca y la mashua, en base a la medicion del
didmetro de los ejes mayor y menor de 50 granulos. Adaptado de Composicion Quimica, Valor
Nutricional y Usos Potenciales de siete especies de Raices y Tubérculos Andinos (Espin, y otros,

2001, pag. 58) por J. Molina y D. Sanmartin, 2015.

El almiddn esta constituido por dos moléculas: amilosa y amilopectina, que se

encuentran formando un estado policristalino, que provoca insolubilidad en agua fria



y la resistencia a tratamientos quimicos y enzimaticos (Mitsuiki, y otros, 2005, pag.
410).

Las moléculas de amilosa suponen aproximadamente la cuarta parte del almidoén, son
cadenas lineales de glucosa con uniones glicosidicas o-1,4. Las moléculas de
amilopectina suponen aproximadamente tres cuartos de los polimeros de almidén. La
cadena de glucosa de la amilopectina contiene uniones a-1,4 con ramificaciones a-
1,6 cada 15 a 30 unidades de glucosa de la cadena (Vaclavick, 2002, pags. 46-48).

En la siguiente tabla se muestra la relacion amilosa/amilopectina de varios RTAS.

Tabla 4.

Contenido de amilosa/amilopectina, en el almidon de raices y tubérculos andinos

Porcentaje de amilosa Porcentaje de amilopectina
Almidén
(%) (%)
Oca 29 71
Melloco 26 74
Mashua 27 73
Miso 21 79
Zanahoria Blanca 20 80
Papa 23 77
Achira 26 74

Nota: Tomado de Composicion Quimica, Valor Nutricional y Usos Potenciales de siete especies de

Raices y Tubérculos Andinos (Espin, y otros, 2001, pag. 59).

Casi todas las industrias han encontrado algun uso para el almidon, ya que es un
material barato y abundante (Calvo, 2010, parr. 2). Es utilizado como agente
espesante, aglutinante, encapsulante, saborizante, estabilizante, sustituto de la grasa,

8



entre otros (Vaclavick, 2002, pag. 57), (Espinosa V. , 2008, pag. 19). Asimismo,
utilizando enzimas especificas es usado como materia prima para obtener dextrinas,
jarabes de glucosa, fructosa y de alta fructosa que son utilizados en alimentos,
bebidas y productos farmacéuticos debido a su bajo valor calérico (CODIPSA,
2015). Ademas se pueden obtener almidones modificados, que presenten propiedades
de acuerdo a las exigencias industriales como: almidones acidos, almidones pre-
gelatinizados, almidones que se hinchan en agua fria, entre otros (Vaclavick, 2002,
pags. 56-57), (Badui, 2006, pag. 89). También se utiliza como sustrato para obtener
enzimas industriales como o-amilasa, PB-amilasa, glucoamilasas, entre otras

(CAR/PL, 2003, pag. 28).

1.5. Amilasas

Las amilasas son enzimas encargadas de hidrolizar los enlaces glucosidicos del
almidon, generando productos de menor tamafio como dextrinas, 0 a su vez llegando
a su forma monomérica original, dependiendo del grado de hidrolisis (Pefia, 2009,
pag. 33). Entre las mas conocidas y estudiadas se mencionan a la alfa amilasa, beta
amilasa y glucoamilasas (Calvo, 2010, pags. 12-13), (Mera & Carrera, 2005, pag. 1).
En la siguiente tabla, se presentan resultados de la hidrolisis del almidon mediante el
uso de enzimas amilasas, simulando los procesos digestivos que ocurren en los

organismos (Espin, y otros, 2001, pag. 59).



Tabla 5.
Comparacion del porcentaje de almidén digerible de 5 especies de raices y

tubérculos andinos

Especie % Almiddn Digerible
Oca 91,0
Zanahoria Blanca 96,0
Melloco 92,0
Mashua 96,0
Miso 97,0
Papa 90,0
Trigo 98,0

Nota: Tomado de Composicion Quimica, Valor Nutricional y Usos Potenciales de siete especies de

Raices y Tubérculos Andinos (Espin, y otros, 2001, pag. 59).

1.5.1. a-amilasa (EC 3.2.1.1)*
“Son endo-enzimas también conocidas como 1,4-a-D-glucan-glucano hidrolasas”
(IUBMB, International Union of Biochemistry and Molecular Biology, 2015), que
actuan hidrolizando al azar los enlaces a 1-4 glucosidicos del interior del almidén,
generando maltotriosa y maltosa a partir de la amilosa; y dextrinas, glucosa y
maltosa a partir de la amilopectina (Pefia, 2009), (Tripathi, Leggio, Mansfeld,
Ulbrich-Hofmann, & Kayastha, 2007).
Las a-amilasas se pueden agrupar seguin el grado de hidrélisis en dos categorias: a-
amilasas sacarificantes, que producen azucares libres catalizando al almidédn entre un

50-60%, y a-amilasas de licuefaccion que descomponen al almidon en un 30-40%,

! Nomenclatura para la identificacion de las enzimas basadas en los Numeros EC (Enzyme
Commission numbers) desarrolladas por Biology Internacional Union of Biochemistry and Molecular
IUBMB.
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pero no producen azucares libres (Leitdo, 2011, pag. 6), (Tomasik & Horton, 2012,

pag. 80).

Mecanismo de accion de la a-amilasas

al4 o D-ghican : an 1.4 aD-ghican
Figura 1. Hidrolisis de los enlaces (1,4) o D-glucosa.
Adaptado de EC 3.2.1.3 - glucan 1,4-alpha-glucosidase (BRENDA, 2015), por J. Molina y D.

Sanmartin, 2015.

Son dependientes de calcio, aunque el cation no esté integrado en el
centro activo de la enzima, se encuentra fuertemente unido a la enzima
y sblo pueden ser removidos a pH bajos por el uso de agentes
quelantes, su completa remocion conlleva a una pérdida total de la

actividad enzimatica (Pedroza, 1999, pags. 18-19).

Son generalmente estables en un rango de pH 5,5 — 8,0, siendo 6,5 el valor dptimo
para la a-amilasa bacteriana y pancreatica (UChile, 2015, parr. 9). Segun la
temperatura a la que actuan, las a-amilasas pueden ser termoestables y/o
termolabiles; las a-amilasas termoestables son las actan en un rango de 60-110°C y
la mayoria de ellas son de origen bacteriano. Mientras que las termolabiles actian
entre 20-55 °C y son de origen fungico principalmente (Fogarty & Kelly, 1990, pags.

72-76). En la siguiente tabla se muestran diversas fuentes de a-amilasas.
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Tabla 6.

Fuentes de a-amilasas microbianas

pH Temperatura
Fuente de Enzima ) ) Referencia
Optimo | Optima (°C)

Bacillus megaterium 55 75 David et al. (1987)
Bacillus subtilis 6,0-7,0 - Orlando et al. (1983)
Thermoactinomyces sp. 7,0 80 Obi & Odibo (1984)
De Mot & Verachtert
Candida antarctica 4,2 62
(1987)
Aspergillus kawachii | 4,0-5,0 70 Mikami et al. (1987)
Aspergillus kawachii Il 50 70 Mikami et al. (1987)
Bhella & Altosaar
Aspergillus awamori 4,8-5,0 50
(1985)
Paecilomyces sp. 4,0 45 Zenin & Park (1983)
Penicillium expansum 4,5 60 Doyle et al. (1989)
Penicillium amagasakiense 4,5 50 Doyle et al. (1988)

Nota: Adaptado de Recent Advances in Microbial Amylases (Fogarty & Kelly, 1990, p4g. 74) por J.

Molina y D. Sanmartin, 2015.

1.5.2. p-amilasa (EC 3.2.1.2)
“Las P-amilasas son exo-enzimas también conocidas como 4-a-D-glucan-
maltohidrolasas” (IUBMB, International Union of Biochemistry and Molecular
Biology, 2015), que catalizan los enlaces «-1,4 alternos de los extremos no
reductores del almidén causando la inversién de la configuracion anomérica de la

maltosa generada de alfa a beta, ademés esta enzima es incapaz de hidrolizar los
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enlaces a-1,6 de la amilopectina, por lo que la degradacion de estos sustratos es
incompleta, produciendo 50-60% de B-maltosa y B-dextrina limitante (Leit&o, 2011,
pag. 6), (Kavanagh, 2011, pag. 195). También constituye el segundo paso para la
produccion de maltosa y estd precedida por la licuefaccion del almidén con a-

amilasa (Pandey, y otros, 2000, pag. 98).

Mecanismo de accion de la -amilasa

OH OH OH oH
0 0 0 0 o
OH OH —
—0 0 0— OH OH
OH 0
OH OH O o

Poly -g-D-glucosa Maltosa

Figura 2. Hidrdlisis de los enlaces a-1,4 alternos de los extremos no reductores del almidon.
Adaptado de Worthington Enzyme Manual (Corporation Worthington Biochemical, 2015) por J.

Molinay D. Sanmartin, 2015.

La B-amilasa no necesita de activador para actuar, pero es menos estable al calor,
inactivandose a 70°C por 15 minutos, la temperatura 6ptima se encuentra alrededor
de los 50-60 °C y su pH 6ptimo es de 5,5 (Garcia, Quintero, & Lopez, 2004, pag.
277), (UChile, 2015). Puede ser inhibida por varios compuestos, como el acido

indol-3-acético o el acido ascorbico (Tomasik & Horton, 2012, pags. 99-100).

1.5.3. Glucoamilasa (EC 3.2.1.3)
“Las glucoamilasas son exo-amilasas también conocidas como 4-a-D-glucan-
glucohidrolasas” (IUBMB, International Union of Biochemistry and Molecular

Biology, 2015), actuan en los enlaces a-1,4 de a-glucanos de los extremos no
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reductores de amilosa y amilopectina, ademas de los enlaces a-1,6 de amilopectina,
a un ritmo muy lento. Durante la catélisis degradan preferentemente polisacéridos de
alto peso molecular, dando como producto principal B-glucosa, también maltosa y -
dextrina limitante (Leitdo, 2011, pag. 6), (Kavanagh, 2011, pags. 195-196), (Pandey,

y otros, 2000, pag. 137).

Mecanismo de accion de la glucoamilasa

\O-

o, 0.
N0~ oW P LN,
HO'
o 2 “rou R s,
o o

8

N 3 I o o 0 OH
el ™ XL TN
wo S T H H
| J oM + N/ noA Lo, .‘\\u‘ “on
. 1 _\@\‘Q’wu (0} # &n + & a5
U - PN g HoW “/OH
IO g He Q I
L L
a-D-glucopyranosyl-(1,4)n-a-D- (a-D-glucopyranosyl-(1.,4)),.1-0-D- pB-D-glucopyranose
glucopyranose glucopyranose

Figura 3. Hidrdlisis de los enlaces a-1,4 de a-glucanos de los extremos no reductores de amilosa

y amilopectina.
Adaptado de EC 3.2.1.3 - glucan 1,4-alpha-glucosidase (BRENDA, 2015) por J. Molina y D.

Sanmartin, 2015.

La glucoamilasa se produce casi exclusivamente en los hongos y generalmente son
secretadas como enzimas extracelulares. Tiene una actividad optima en el intervalo
de pH de 3,6 a 6,5 y presenta una temperatura éptima en el rango de 40 a 60°C
(Kulp, 1975, pag. 76). En la siguiente tabla se encuentran diversas fuentes de

glucoamilasas.
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Tabla 7.

Fuentes de glucoamilasas microbianas

pH Temperatura
Fuente de Enzima ) ) Referencia
Optimo Optima (°C)
Bacillus sp. APC-9603 | 4,5-6,0 60-70 Kawai et al. (1993)
Zdziebo & Synowiecki
Thermus thermophilus 6,2 85
(2002)
Aspergillus awamori - 55 Nigan & Singh (1995)
Aspergillus niger 55 55 Nigan & Singh (1995)
Mucor rouxii - 50-60 Nigan & Singh (1995)
Paecilomyces lilacinus 5 65 Kobayashi et al. (2003)
Penicillium oxalicum - 50 Nigan & Singh (1995)

Nota: Adaptado de Advances in Carbohydrate Chemistry and Biochemistry (Tomasik & Horton,

2012, pag. 113) por J. Molina y D. Sanmartin, 2015.

1.6. Aplicaciones de las amilasas

La aplicacion de las enzimas en el campo industrial esta creciendo dia a dia, la a-
amilasa, B-amilasa y glucoamilasa estan entre las enzimas mas importantes en el
campo biotecnolégico, debido a su aplicacion en procesos industriales como textiles,
papel, alimentacion y fermentacion (Pandey, y otros, 2000, pag. 135).

En la industria de alimentos son empleadas las a-amilasas en la elaboracion del pan,
debido a que rompen los enlaces del almidon presentes en la harina, produciendo
azucares simples, lo que favorece a las levaduras en la degradacion, promoviendo la
produccion de gas y acelerando el proceso de fermentacion, dando sabor al pan, y

aumento de la masa (Souza & Magalhdes, 2010, pag. 857), ademas retrasa el
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envejecimiento en la panificacion (Sivaramakrishnan, Gangadharan, Nampoothir,
Soccol, & Pandey, 2006, pag. 181).

Las glucoamilasas son utilizadas en la maduracion de frutas, por su conversion del
almidon a glucosa, obteniendo un sabor exquisito en los zumos, volviéndolas mas
dulces, ademas reducen la turbidez (Sivaramakrishnan, Gangadharan, Nampoothir,
Soccol, & Pandey, 2006, pag. 181). La B-amilasa es usada en la industria de
alimentos y bebidas para la conversion del almidon a maltosa (Leitdo, 2011, pag. 6).
También son aplicadas como aditivos para eliminar impurezas a base de almidon,
reducen la viscosidad del almidon para el revestimiento apropiado del papel,
produccién de jarabes de glucosa, glucosa cristalina, solubilizacién y sacarificacion
del almidon para la fermentacion del alcohol en la industria cervecera

(Sivaramakrishnan, Gangadharan, Nampoothir, Soccol, & Pandey, 2006, pag. 186).

1.7. Hongos filamentosos productores de amilasas

Los hongos filamentosos son organismos eucariotas, quimioheterétrofos. Su
estructura consta de un complejo llamado micelio, que a su vez esta constituido por
multiples filamentos o hifas; presentan una pared celular rigida cuyo componente
principal es la quitina (Arenas, 2003, pag. 17). Su reproduccion se da por esporas,
que pueden ser de origen sexual o asexual; las esporas de origen sexual son haploides
y presentan un nucleo derivado de las células progenitoras; mientras las esporas
asexuales se producen por simple diferenciacion en la hifa de crecimiento (Moreno
Z., 2000), (Tortora, Funke, & Case, 2007, pags. 345-348), (Arias & Pifieros, 2008,

pag. 16).
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Los hongos filamentosos son empleados para obtener sustancias de interés como las
enzimas, ya que son relativamente faciles de manipular y cultivar a gran escala,
ademas pueden adaptarse a condiciones mucho mas severas que otros
microorganismos (Tortora, Funke, & Case, 2007, pag. 354). Existen alrededor de
ciento veinte mil especies de hongos aislados, muchos de ellos seleccionados por su
capacidad de generar productos industriales importantes en el campo biotecnologico
(Leitdo, 2011). Aunque hay una gran variedad de hongos filamentosos capaces de
producir amilasas, son pocos los taxones de los cuales se pueden obtener amilasas
eficientes a nivel industrial. Dentro de los generos mas importantes se encuentran:
Mucor, Rhizopus, Aspergillus, Penicillium y Trichoderma (Le Mense, Corman, Van
Lanen, & Langlykke, 1947, pag. 159), (Windish & Mhatre, 1965, pags. 273-279).
Los hongos generan preferentemente exo-amilasas, debido a que degradan el
almidon fuera de la célula, rompiendo las cadenas lineales y ramificadas, obteniendo
cadenas cortas de glucosa que pueden ser absorbidas por los hongos (Ekunsaumi,
2007, pag. 1).

Cada tipo de hongo estd encargado de producir diferentes tipos de amilasas, donde
cada una cumple con una funcion especifica. Los hongos productores de amilasas
son importantes debido a sus procesos naturales en la degradacion e hidrolisis de
polisacaridos. En las ultimas décadas se han implementado técnicas para la
produccion de amilasas aprovechando la gran cantidad de almidén existente en la
naturaleza, ademas son una gran fuente de carbono y energia, siendo un ideal sustrato
para los hongos, por lo que son capaces de producir una gran variedad de enzimas

para degradar el almidon (Leitdo, 2011).
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Capitulo 2.
Materiales y métodos
2.1. Localizacion
Esta investigacion se realizo en los Laboratorios de Ciencias de la Vida, de la

Universidad Politécnica Salesiana de Quito, Campus El Giron.

2.2. Muestreo de los tubérculos de oca y mashua

La zona de muestreo escogida fue la parroquia de Cochapamba, ya que es una de las
zonas con mayor produccion de oca y mashua a nivel nacional. Las caracteristicas de
esta parroguia se encuentran en la siguiente tabla. De esta parroquia, se eligieron
cuatro zonas de recoleccion, al azar, recolectando 500 gramos de cada muestra.

Para el posicionamiento geogréafico se utilizd un GPS Garmin Etrex 30. Las muestran
fueron trasladadas a los laboratorios de Ciencias de la Vida, en bolsas de plastico, y
depositadas en un contenedor, por un tiempo aproximado de tres horas, hasta la

preparacion de las muestras para la induccion a contaminacion ambiental.

Tabla 8.

Caracteristicas de la parroquia Cochapamba, Saquisili, Ecuador

Extension 152 Km?

Altitud promedio 3500 m.s.n.m

Vegetacion Paramo

Temperatura 6-12 °C

Poblacion Netamente indigena

Idioma Quichua

Agricultura Cebolla en rama, papa, oca, mashua, melloco
Ganaderia Ovino y Vacuno

Nota: Tomado de Gobierno Auténomo Descentralizado Parroquia Rural Cochapamba (GAD

Cochapamba, C, 2015).
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2.3. Induccion a contaminacion microbiana ambiental

Los tubérculos fueron lavados y cortados en tamafios entre 2-5 milimetros de grosor,
luego se colocaron en recipientes plasticos y se ubicaron en lugares que presenten
alta humedad y escasa luz, brindando las condiciones adecuadas para el crecimiento
de hongos (Furci, 2007, pag. 22), dejandolos por un lapso de 15 dias. Transcurrido el
tiempo, se realizd una caracterizacion de la contaminacion microbiana aparente de

los cortes, los cuales presentaron estructuras fangicas que se detallan en el anexo 1.

2.4. Obtencién de biomasa en sustrato liquido

De la fase de induccion, se seleccionaron los recipientes con mayor contaminacion
aparente, se pesaron 20 gramos de los cortes de cada recipiente y se inocularon en
frascos que contenian 250 ml de medio liquido constituido de YPS (Yeast Peptone
Soluble Starch) modificado, adicionando 5% de Almidon de Yuca (Manihot
esculenta) y 5% de Almiddn de Papa (Solanum tuberosum), suministrando 110 g/L
de almidén total. Los componentes del medio YPS modificado se muestran en el
anexo 2. Posteriormente, fueron colocados en una incubadora con agitacion Tecnal
TE-420 a 120 rpm, y temperatura de 30 °C (Pasin, Benassi, Moreira, Jorge, &
Polizeli, 2014, pag. 485), por un lapso de 120 horas.

A partir de las 48 horas de incubacion, se realizaron pruebas para la determinacién de
produccion de azucares reductores utilizando el reactivo de Fehling (Munera, 2008,
pags. 11-12), y la prueba de Lugol para determinar la degradacion del almiddn

(Moreno P. , 2014, pag. 2).
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2.5. Aislamiento de taxones de hongos filamentosos

Se utilizaron tres medios especificos para el aislamiento de los taxones, a los cuales
se adicion0 antibioticos, como se muestra en la siguiente tabla, con el fin de inhibir el
crecimiento de otros microorganismos presentes en las muestras, ya que las
condiciones de crecimiento de los hongos filamentosos también son apropiadas para

el crecimiento microbiano. La preparacion de los medios se encuentra en el anexo 3.

Tabla 9.

Medios de cultivo empleados para el aislamiento

Cddigo
Medio de Cultivo Antibidtico empleado
asignado
SDA (Sabouraud Dextrose Agar) Cloranfenicol SDA+C
Cloranfenicol y
SDA (Sabouraud Dextrose Agar) SDA+C+G
Gentamicina
Cloranfenicol y
YPS (Yeast Peptone Soluble Starch) YPS+C+G
Gentamicina

Nota: Elaborado por: J. Molina y D. Sanmartin, 2015.

Se tomo6 un mililitro de cada medio liquido fermentativo y se pasé a los medios
solidos utilizando asas de Digralsky para su correcta diseminacion. Se dejo en

incubacion a 30 °C, para lo cual se utilizé una incubadora Memmert BE-400.

2.6. Caracterizacion microbioldgica y purificacidén de taxones
Se caracterizd los taxones obtenidos y fueron agrupados segln las caracteristicas
morfo-culturales aparentes, las cuales se encuentran en el anexo 4. Una vez

purificados, se evalud la capacidad de asimilacion del taxén fungico, en funcion del
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tiempo y velocidad de crecimiento en el medio especifico YPS, que consistié en la
siembra de los hongos purificados y la medicién del crecimiento cada 24 horas hasta
su maximo crecimiento, para lo cual se utilizé un calibrador pie de rey digital. Cabe
mencionar que se asigno un codigo para la facil identificacion y trazabilidad de los
taxones fungicos, los que se detallan a continuacién: codigo del lugar de muestreo,
codigo del medio sélido con antibiotico y cédigo del taxén aislado.

Se asignaron los siguientes codigos a las zonas de muestreo de la Parroquia
Cochapamba: C1, C2, C3, C4, C5 y C6, ademéas se asigno la letra O para los
tubérculos de oca y M para los tubérculos de mashua. Con relacién al medio sélido
con antibioticos, los codigos asignados se indican en la tabla 9. El codigo del taxon
aislado se obtuvo de la caracterizacion microbioldgica, donde se sefialo las posibles
colonias con un nuamero. Por ejemplo, en la codificacion C1M-SDA+C-2, el taxon
fangico se obtuvo de la zona Cocha 2, del medio SDA adicionado cloranfenicol, y

corresponde al segundo taxon encontrado en dicha caja.

2.7. Seleccion de los mejores taxones

Para realizar la seleccion de los ocho mejores taxones se tomaron en cuenta los
siguientes parametros: Resultados de la evaluacién de la formacién de azlcares
reductores (Prueba Fehling), y la degradacion del almidén (Prueba Lugol);
evaluacion de la capacidad de asimilacion de los taxones aislados en funcion del
tiempo y velocidad de crecimiento; prioridad al sustrato especifico con almidon

(YPS).
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2.8. ldentificacion de los taxones seleccionados.

Se seleccionaron los ocho mejores taxones y se procedio a realizar la identificacion a
nivel de género, tomando en cuenta: morfologia, caracteristicas en el medio de
cultivo y caracteristicas a nivel microscopico, para lo cual se utilizé la técnica de
cinta adhesiva, montaje por diseccion, y microcultivo (Koneman, y otros, 2008, pags.
1108-1117).

Asimismo, se utilizaron claves taxonomicas, en las que se tuvo en cuenta las
caracteristicas macro y microscopicas. La literatura empleada fue: Barnett & Hunter,
(1972); Watanabe, (2002); Koneman, y otros, (2008). Igualmente, se emplearon
bases de datos de organizaciones internacionales como: Mycology Online, (2016),
Universidad de Antioquia (2011), Marine Lignicolours Fungi (2000), Telmeds
(2009), Tormo-Universidad de Extremadura (2014). Para la identificacion
macroscopica se usé como medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) y para la
observacidén microscopica, se empled un microscopio con camara Micros Austria

MCX-100.

2.9. Formacion de complejos enzimaticos fungicos

Los complejos enzimaticos estuvieron conformados por dos taxones fungicos.
Primero se realizé un raspado de cada uno de los hongos seleccionados y se colocé
en 10 ml de agua destilada estéril, luego se llevo a agitacion en vortex por 15
minutos y se incubo por 2 horas. Posteriormente se determino la cantidad de biomasa
a colocar en el complejo utilizando el método de Neubauer (Cafiedo & Ames, 2004,
pags. 40-42). Se aplico las formulas presentes en el anexo 6a para el conteo de
esporas. Finalmente, se tomo6 1,5 ml de cada suspension del hongo y se coloco en

250 ml del medio liquido fermentativo (Carrera, 2009, pag. 55). El medio liquido
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fermentativo estuvo conformado por medio YPS modificado, mas 5% de Almidon de

Yuca y 5% de Almidon de Papa, suministrando un total de 110 g/L de almidon.

2.10. Determinacion de la cinética de crecimiento fungico en el complejo
enzimatico
La cinética de crecimiento fue determinada por la técnica de peso seco. Se determind
cada 24 horas por 5 dias, para lo cual, se retiraron alicuotas de 8 ml del medio
fermentativo en tubos Falcon, se centrifugd a 4000 rpm en una centrifuga Hermle-
7400 durante 20 minutos, se seco a 80 °C en una estufa Esco OFA-54-8 por 24 horas,
finalmente se pesaron las muestras hasta peso constante (Konsoula & Liakopoulou,
2007, pag. 152), (Wang, 2009). La férmula empleada para cuantificar el peso seco se

encuentra en el anexo 6b.

2.11. Determinacion de la capacidad de degradacion por cuantificacion de
azucares reductores
Se determiné por la formacion de azucares reductores mediante la técnica del acido
dinitrosalicilico (DNS). Se tomé 1 ml del medio fermentativo, cada 24 horas durante
5 dias (Arratia, 2009, pag. 23). El proceso inicié con una dilucion 1 en 10 en agua
bidestilada, debido a la alta viscosidad de las muestras, luego se colocé 1 ml de la
muestra diluida y se centrifugd a 4000 rpm en una centrifuga Gemmy PLC-05 por 20
minutos. Posteriormente, se recupero solo el sobrenadante y se afiadio 1 ml de DNS.
El tubo con la mezcla, se calentd por 5 minutos en agua caliente y después se puso en
agua fria, por el mismo lapso de tiempo (Bernfeld, 1955, pags. 149-150). Finalmente,
las muestras se leyeron a una longitud de onda de 540 nm para glucosa y 520 nm

para maltosa, utilizando un espectrofotometro UV Shimadzu 1240 mini.
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Para determinar la concentracion de azucares reductores presentes en la muestra, se
elabor6 una curva de calibracion utilizando como referencia glucosa y maltosa, que

se encuentran en el anexo 7.

2.12. Medicion de pH

La medicion del pH de los complejos fungicos se realiz6 cada 24 horas, durante 5
dias, a partir de la inoculacion en el medio liquido fermentativo, utilizando como
tiempo inicial, el medio de cultivo puro. Se empled un pH-metro Mettler Toledo

SevenMulti, que previamente se calibré con los buffers pH 4, pH 7 y pH 10.

2.13. Conservacion de los taxones

Los taxones se preservaron por crioconservacion al utilizar el sistema de perlas
CryoBank. El proceso se inicio al retirar una muestra concentrada del hongo y
colocarla en un vial que contiene el medio conservante, posteriormente se llevo a
agitacion en un vértex por 1 minuto. Finalmente, con la ayuda de una aguja se
removid el medio conservante que contiene el vial y se almacend en un congelador
New Brunswick C340 a una temperatura de -80 °C.

Para la activacion de los taxones, se sacé una perla del vial usando una aguja estéril,
y se pasé sobre la superficie del agar. Finalmente se desecha la perla utilizada y se

devuelve el vial al congelador (Copan, 2015, pag. 1).

2.14. Analisis estadistico
Para el analisis estadistico de los datos se aplico una estadistica descriptiva utilizando
el programa R version 3.2.3, con lo que se determind si existe una diferencia

significativa entre los sustratos evaluados y el tiempo de produccion de las amilasas.
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Se empled una prueba de Levene, para la determinacion de la homogeneidad de los
datos, ademas de un andlisis de varianza, seguido de una prueba de Tukey con un
nivel de significancia de 0,05. De acuerdo a la prueba de Tukey los datos se
agruparon y se seleccionan los mejores resultados, en base a las diferencias

significativas menores a 0, 05 para cada variable.
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Capitulo 3.

Resultados y discusion

3.1. Muestreo de los tubérculos de Oca y Mashua
El posicionamiento geografico de las cuatro zonas de muestreo, seleccionadas en la

parroquia Cochapamba, cantdn Saquisili se detallan en la siguiente tabla.

Tabla 10.
Posicionamiento geografico de las zonas de muestreo de los tubérculos de oca y

mashua, Cochapamba, Saquisili

Coordenadas UTM
Cddigo Tubérculo Altitud
(Universal Transversal Observaciones
Muestreo Muestreado (m.s.n.m)
de Mercator)
Cochal - 17M 0750144
Oca y Mashua 3638 Cultivo organico
“C1” UTM 9907304
Cultivo organico,
Cocha 2 - 17M 0750142
Oca y Mashua 3469 mashua presenta
“C2” UTM 9907101
hongos
Cocha 3 - 17M 0750097
Oca 3658 Cultivo organico
“C3” UTM 9906860
Cocha 4 - 17M 0750091
Oca 3680 Cultivo organico
“C4” UTM 9907607
Cocha5 - 17M 0749757 Uso de fertilizantes
Mashua 3718
“C5” UTM 9907509 quimicos
Cocha 6 - 17M 0749863
Mashua 3692 Cultivo organico
“C6” UTM 9907387

Nota: Elaborado por: J. Molina y D. Sanmartin, 2015.
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Como se observa en la tabla, los tubérculos muestreados proceden tanto de cultivos
organicos como de cultivos con adicién de fertilizantes quimicos. Esto es de
particular interés, pues si bien la aplicacion de fertilizantes aumenta la productividad
de los cultivos, también supone graves consecuencias para el ambiente y los seres
humanos. Barreto (2012) y Devaney (2013) mencionan que el uso desmedido de
fertilizantes causa la erosion, salinizacion, acidez e infertilidad del suelo. Asimismo,
Cubero y Vieira (1999), mencionan que sus componentes se pueden filtrar en el
suelo, contaminando las fuentes de agua; o pueden volatilizarse, produciendo gases
responsables del efecto invernadero. Ramoén y Rodas (2007), mencionan que el uso
de fertilizantes aumenta el riesgo de contraer enfermedades en los seres humanos por
la ingestion de alimentos con alto contenido de metales pesados. Segun Pérez,
Rebollido y Martinez (2010) y Aruani y otros (2012), los cultivos organicos
favorecen la actividad enzimatica de los hongos filamentosos, ya que pueden
descomponer y colonizar de mejor manera los suelos, aumentando la diversidad

microbiana.

3.2. Induccion a contaminacién microbiana ambiental

La mayor parte de la contaminacion microbiana se debe a taxones flngicos que a
simple vista eran de color verde, blanco, café y gris, como se observan en la
siguiente figura; confirmando que los hongos filamentosos preferentemente se

desarrollan en lugares oscuros y humedos (Furci, 2007, pag. 22).
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Crecimiento fangico presente en los cortes de oca y mashua

Figura 4. Crecimiento fungico durante 15 dias en los cortes de oca y mashua.

Elaborado por: J. Molina y D. Sanmartin, 2015.

Ames (1997) menciona que los hongos mas frecuentes en suelos corresponden a los
géneros Mucor y Rhizopus, que presentan rapido crecimiento miceliar, de color
blanco o gris, con esporangioforos largos y esporas abundantes. Otros géneros
comunes son Penicillium y Aspergillus que se manifiestan con crecimientos
aterciopelados de color verdoso, gris o gris azulado; con fialides que forman una
estructura ramificada. Otro género reportado es Fusarium, que muestra micelio de

color blanco a café.

3.3. Obtencidén de biomasa en sustrato liquido

Las pruebas demostraron de manera cualitativa como a medida que pasaban las
horas, ocurria una mayor degradacion del almidén y se incrementaba la produccién
de azucares reductores. En las siguientes tablas se evidencian los resultados de la

prueba de Fehling y prueba de Lugol, respectivamente.
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Tabla 11.

Resultados de la Evaluacion de Azucares Reductores (Prueba de Fehling)

o ) Nivel de produccién de Cu20
Cadigo chip _ _ _
Dia 3 Dia 4 Dia5b

1 ++ +++ +++
C2M

2 + ++ +++

1 - + -
C20

2 + + +

1 + ++ ++
C10

2 ++ +++ +++

1 ++ ++ +++
CiM

2 ++ +++ +++

1 - - -
C5M

2 - - i

1 + - -
C6M

2 + - N

1 + ++ ++
C30

2 + + -

1 +++ +++ +++
C40

2 +++ +++ +++

Nota: (-) Negativo; (+++) Mayor produccién de CuO, (++) Mediana produccién de Cu.O, (+)

Menor produccién de Cu2O. Elaborado por: J. Molina y D. Sanmartin, 2015.

Como se aprecia en la tabla anterior, las muestras C2M, C10, CIM Y C40 permiten
ubicar resultados dptimos, ya que presentaron una mayor precipitacion e intensidad
del color rojo ladrillo, considerado como positivo para la prueba de Fehling,
confirmando que si existe la conversion del almidon en azdcares reductores por la
presencia de los taxones fungicos. Esto se debe a que el cation clprico, presente en el
reactivo de Fehling, reacciona con un grupo carbonilo libre presente en las muestras,
reduciéndolo a 6xido cuproso (Cu20), elemento responsable del color y precipitado

29



rojo ladrillo (COVENIN, 1996, pag. 1), (Munera, 2008, pags. 11-12). Estos
resultados coinciden con los reportados por Bermudes y Casquete (2011), los cuales
determinaron la cantidad de azUcares reductores usando el reactivo de Fehling en la
obtencion de edulcorantes, a partir de almidon de arroz aplicando enzimas alfa y beta

amilasas de origen vegetal.

Tabla 12.

Resultados de la Evaluacion de Degradacion de Almidon (Prueba de Lugol)

o _ Nivel de Degradacion del Almidén en Azucares simples
Cadigo chip _ _ _
Dia 3 Dia 4 Dia 5
1 + + +
c2M
2 + + +
1 + + +
C20
2 + + +
1 + + +
C10
2 + + +
1 + + +
CiM
2 + + +
1 - + +
C5M
2 - - +
1 + + +
C6M
2 + + +
1 + + +
C30
2 + + +
1 + + +
C40
2 + + +

Nota: (+) Positivo a la degradacion de almidén; (-) Negativo a la degradacion del almidén. Elaborado

por: J. Molina 'y D. Sanmartin, 2015.
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En la tabla anterior, se aprecia la degradacion del almidon del medio fermentativo
debido a su coloracion blanquecina, lo que evidencia la hidrolisis total del almidon
por los taxones fungicos en el medio. La reaccion entre el almidon y la solucién de
Lugol es una interaccion no quimica, en la que se forma un compuesto de inclusion
de yodo en el interior de las hélices de la amilosa, lo que produce el color azul-
violeta caracteristico (Moreno P. , 2014, pag. 2), (Aguiar, Carrillo, Diaz, Parrefio, &
Vallejo, 2014, parr. 2-6).

Los resultados coinciden con los reportados por Espitia (2009), que determiné la
concentracion de alfa y beta amilasas necesarias para la degradacion del almidon de
cebada sin maltear, para la produccién de etanol utilizando Saccharomyces
cerevisiae, demostrando una gran produccion de azUcares reductores por la prueba de
Fehling y la desaparicion del caracteristico color azul-violeta con el reactivo de

Lugol.

3.4. Aislamiento de taxones

Se evidenciod que la adicion de cloranfenicol y gentamicina mostro resultados, ya que
se presentd un crecimiento abundante de hongos filamentosos como lo indica el
anexo 4. Segun Prats (2005) al adicionar antibiéticos de amplio espectro como el
cloranfenicol y/o gentamicina se incrementa la selectividad, favoreciendo el
crecimiento de hongos frente a bacterias.

Sin embargo, la adicion conjunta de cloranfenicol-gentamicina en el medio de
cultivo mostro los mejores resultados. Segun Dolan (1971), MacFaddin (1985) y
Biomerieux (2011) al usarlos en combinacion, se aumenta el espectro de accion, pues
la presencia del cloranfenicol mejora la selectividad frente a algunas especies que

pueden ser resistentes a la gentamicina (como Estreptococos, Proteus, entre otros).
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No obstante, el crecimiento de algunas especies de Pseudomonas se ve solo
ligeramente suprimido por la accién del cloranfenicol, mientras que la gentamicina

es particularmente eficaz contra Pseudomona aeruginosa.

3.5. Caracterizacion microbioldgica y purificacion de taxones

Se realizé una caracterizacion microbiologica donde se aprecian diferentes colonias
presentes en los medios especificos, como lo indica el anexo 4. La evaluacion de la
capacidad de asimilacion del almidon por el taxon fungico, en funcion del tiempo y
velocidad de crecimiento en el medio especifico YPS se encuentra en el anexo 5.

Las muestras CIM-1, C1M-2, C10-1, C2M-1 presentaron los mejores resultados de

crecimiento al cuarto dia, como se observan en la siguiente figura.

Crecimiento de los taxones fungicos en medio
YPS
—4—C1lM-1 =@=ClM-2 ==b=C10-1 C2M-1
—— e |
80 ’
70
— 60
S
E 50
e
= 40
2
£ 30
(&}
S
10
0
DIA 0 DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4
Tiempo
Figura 5. Taxones flingicos con crecimiento maximo al cuarto dia en medio YPS.
Elaborado por: J. Molina y D. Sanmartin, 2015

Las muestras C102, C40-1, C2M-2, C30-1 presentaron mejores resultados de

crecimiento a los quince dias, como se observa en la siguiente figura.
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Crecimiento de los taxones fungicos en medio YPS
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Figura 6. Taxones flngicos con crecimiento maximo a los quince dias en medio YPS modificado.

Elaborado por J. Molina y D. Sanmartin, 2015.

El crecimiento de los taxones fungicos present6 diferencias significativas, debido a
que cada hongo asimila los nutrientes del medio de manera diferente. Los
crecimientos obtenidos demuestran que el medio YPS contribuye al desarrollo de los
taxones, como lo indica Atlas (2010), razén por la cual es el medio ideal para la
produccién de amilasas, como lo corrobora Jense, Olsen y Allerman (1988). Por tal
motivo se afirma que los taxones fungicos obtenidos tienen la capacidad de

produccién de enzimas amiloliticas.

Ademas, Jaen y otros (1986) mencionan que el pH, temperatura y el medio influyen
en el comportamiento enzimatico de los taxones, alterando sus procesos hidroliticos,
ya que periodos largos de hidrolisis pueden derivar en problemas de inhibicion,
causando acumulacion de los productos. La lenta absorcion de los nutrientes y la
dificultad en la asimilacion podrian ser causas para que los taxones fangicos hayan

tardado en desarrollarse.
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3.6. Seleccion de los mejores taxones

La seleccion de los ocho taxones fungicos se basé tomando en cuenta: Los resultados
de la evaluacién de la formaciéon de azlcares reductores (Prueba Fehling) y la
degradacion del almidon (Prueba Lugol); evaluacion de la capacidad de asimilacion
del almidén de los taxones aislados en funcion del tiempo y velocidad de
crecimiento; prioridad al sustrato especifico con almidon YPS, como se resume en la

siguiente tabla.

Tabla 13.
Resumen de los pardmetros que se tomaron en cuenta para la seleccion de los ocho

taxones flngicos

Parametros de seleccion
Crecimiento
Hongo Prueba de
Prueba de Fehling maximo promedio
Lugol

(mm)
CiM-1 +++ Positivo 79,8
C1M-2 +++ Positivo 84,0
Cl10-1 +++ Positivo 84,0
C2M-1 +++ Positivo 825
C10-2 +++ Positivo 48 5
C40-1 +++ Positivo 65,5
C2M-2 +++ Positivo 68,8
C30-1 ++ Positivo 78,8

Nota: (+++) Mayor produccién de Cu,O, (++) Mediana produccion de Cu,0, (+) Menor produccion

de Cu.0O. Elaborado por: J. Molina y D. Sanmartin, 2015.
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3.7. ldentificacion de los taxones seleccionados.
Los ochos taxones fungicos seleccionados fueron identificados, y corresponden a los
géneros Mucor, Penicillium, Fusarium, Trichocladium, como se muestran en la

siguiente tabla y en el anexo 8.

Tabla 14.

Géneros Identificados de los taxones fangicos seleccionados

Cadigo Género ldentificado
CiM-1 Mucor sp. 1
C1M-2 Mucor sp. 2
C10-1 Mucor sp. 3
C2M-1 Mucor sp. 4
C10-2 Penicillium sp. 1
C40-1 Penicillium sp. 2
C2M-2 Trichocladium sp.
C30-1 Fusarium sp.

Nota: Elaborado por: J. Molina y D. Sanmartin, 2015.

En la siguiente tabla se indican las caracteristicas morfoculturales y microscopicas de

los taxones fungicos identificados.
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Tabla 15.

Descripcion morfocultural y microscopica de los taxones fangicos identificados

Género

Identificado

Descripcién morfocultural

Descripcion microscopica

Mucor sp. 1

Colonias blancas, volviéndose crema-

grisaceas, algodonosas, laxas.

Esporangidforos largos. Reverso crema-
crecimiento,

grisaceo. Répido

alcanzando 8,1 cm de didmetro al 4 dia

Hifas aseptadas. Esporangios entre

18-54 um, esporangidsporas
elipsoides. No presenta rizoides, ni

columela

Mucor sp. 2

Colonias blancas, volviéndose café-

grisaceas, algodonosas, laxas.

Esporangidforos largos. Reverso café-
crecimiento,

grisaceo. Répido

alcanzando 8,4 cm de diametro

Hifas aseptadas, esporangiéforos
ramificados. Esporangios entre 20-
39 um. Esporangidsporas elipsoides.

No presenta rizoides, ni columela

Mucor sp. 3

Colonias café claras, volviéndose café

grisaceas, algodonosas, laxas.
Esporangidforos largos. Reverso café.
Répido crecimiento, alcanzando 8,4 cm

de didmetro al 4 dia

Hifas aseptadas, esporangioforos
ramificados. Esporangios entre 20-
45 um. Esporangidsporas elipsoides
de color café. No presenta rizoides,

ni columela

Mucor sp. 4

Colonias café claras, volviéndose

negras, algodonosas, laxas.

Esporangiéforos  cortos. Reverso

incoloro. Rapido crecimiento,

alcanzando 8,3 cm de diametro al 4 dia

Hifas aseptadas, esporangiéforos
ramificados. Esporangios entre 25-
51 um. Esporangiosporas elipsoides
de color café oscuro. No presenta

rizoides, ni columela

Penicillium sp.

1

Colonias verde-azuladas, con bordes

blancos anchos, aterciopeladas,

pulverulentas. Acumulacion de

esporangioforos en el centro de las

Conidiéforos monoverticilados. Las
fialides nacen de las métulas y se
encuentran en grupos de 3 a 6.

Métulas delgadas. Las esporas se
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colonias. Reverso rojizo. Crecimiento
lento, alcanzando 4,6 cm de didmetro en

15 dias

forman en cadenas cortas de forma

esférica

Penicillium sp.

2

Colonias verde-amarillentas, con bordes

blancos  delgados,  aterciopeladas,

pulverulentas. Acumulacion de
esporangioforos en el centro de las
colonias. Reverso amarillento
Crecimiento lento, alcanzando 6,6 cm

de didmetro en 15 dias

Conididforos poliverticilados. Las
fialides nacen sobre las métulas y
tienen forma de botella. Métulas
ensanchadas. Las esporas se forman

en cadenas cortas de forma esférica

Trichocladium

Colonias blancas, volviéndose café-
verdosas, con bordes blancos anchos,

algodonosas, concéntricos. Reverso café

Conidiéforos cortos o0 ausentes,
hialinos o café palido. Conidios

cafés claro con dos o tres septos. Sus

concéntricas. Reverso purpura intenso.
Alcanzan un didmetro de 8,2 cm en 15

dias

sp.
P verdoso. Alcanzan un didmetro de 7,3 |conidios incrementan su tamafio
cm en 15 dias desde la base hasta el apice
Colonias blancas, volviéndose blanco-|En los primeros dias, presentan
purplreas, principalmente en el centro|microconidios de 0-2 septos con
de la colonia.  Aterciopeladas, | tamafios ovoides y elipsoides. Luego
Fusarium sp.

de 15 dias se observan los

microconidios de 3-5 septos con

forma fusiforme

Nota: Elaborado por: J. Molina 'y D. Sanmartin

Los géneros Mucor y Penicillium se encuentran dentro de los géneros reportados por

Le Mense y otros (1947), Windish & Mhatre (1965) y Fogarty (1990), los cuales se

encuentran entre los mas empleados para obtener amilasas eficientes a escala

industrial.
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El género Fusarium como fuente de amilasas ha sido reportado por Alvarado (2010),
Nwagu & Okolo (2011), Kumar, Yadav, Muthukumar & Garg (2013). Segiin Nwagu
& Okolo (2011) la produccion de amilasas por Fusarium esta influenciada en gran
medida por la fuente de carbono, nitrégeno y los minerales colocados en el medio de
cultivo. Asimismo, Alvarado (2010) asegura que la produccion de amilasas esta
influenciado principalmente por la presencia de fuentes organicas de nitrégeno o la
combinacion de las mismas con fuentes inorganicas.

Seidl (2010) menciona que el género Trichocladium se puede aislar de muestras de
suelo, madera, ambientes acuaticos o semi-acudticos. La determinacion de la
capacidad amilolitica de Trichocladium ha sido reportada por Sharp (1975) y Pandev
(2013), los cuales aislaron este género de restos de madera y de suelo de cultivos de

papa, respectivamente, obteniendo resultados significativos.

2.8. Formacion de complejos enzimaticos fungicos

La cantidad de biomasa a colocar en el complejo fangico fue determinada por el
método de Neubauer que se detalla en el anexo 9. En la siguiente tabla, muestra todas
las combinaciones realizadas entre los taxones seleccionados, dando un total de 28
complejos. Ademas, indica que para cada complejo se establece un tratamiento, que

permitira la interpretacién adecuada de los resultados estadisticos.
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Tabla 16.

Combinaciones para la formacion de los complejos enzimaticos

Combinacién Tratamiento Complejo de taxones
1-2 Tl Fusarium sp. - Trichocladium sp.
1-3 T2 Fusarium sp. - Mucor sp. 3
1-4 T3 Fusarium sp. - Mucor sp. 1
1-5 T4 Fusarium sp. - Mucor sp. 2
1-6 T5 Fusarium sp. - Penicillium sp. 1
1-7 T6 Fusarium sp. - Penicillium sp. 2
1-8 T7 Fusarium sp. - Mucor sp. 4
2-3 T8 Trichocladium sp. - Mucor sp. 3
2-4 T9 Trichocladium sp. - Mucor sp. 1
2-5 T10 Trichocladium sp. - Mucor sp. 2
2-6 T11 Trichocladium sp. - Penicillium sp. 1
2-7 T12 Trichocladium sp. - Penicillium sp. 2
2-8 T13 Trichocladium sp. - Mucor sp. 4
3-4 T14 Mucor sp. 3 - Mucor sp. 1
3-5 T15 Mucor sp. 3 - Mucor sp. 2
3-6 T16 Mucor sp. 3 - Penicillium sp. 1
3-7 T17 Mucor sp. 3 - Penicillium sp. 2
3-8 T18 Mucor sp. 3 - Mucor sp. 4
4-5 T19 Mucor sp. 1 - Mucor sp. 2
4-6 T20 Mucor sp. 1 - Penicillium sp. 1
4-7 T21 Mucor sp. 1 - Penicillium sp. 2
4-8 T22 Mucor sp. 1 - Mucor sp. 4
5-6 T23 Mucor sp. 2 - Penicillium sp. 1
5-7 T24 Mucor sp. 2 - Penicillium sp. 2
5-8 T25 Mucor sp. 2 - Mucor sp. 4
6-7 T26 Penicillium sp. 1 - Penicillium sp. 2
6-8 T27 Penicillium sp. 1 - Mucor sp. 4
7-8 T28 Penicillium sp. 2 - Mucor sp. 4

Nota: Elaborado por: J. Molina y D. Sanmartin, 2015.
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El 50% de los complejos enzimaticos esta formado por 4 especies del género Mucor;
el 25% de los complejos esta formado por 2 especies del género Penicillium;
mientras que el 12,5% de los complejos corresponden al género Fusarium vy
Trichocladium, respectivamente.

Ochoa y Montoya (2010) mencionan que los complejos enzimaticos permiten
realizar funciones dificiles que poblaciones individuales no podrian, ademas, esta
asociacion puede generar mayor resistencia a cambios ambientales. Funcionalmente,
los miembros del complejo mantienen la compatibilidad metabdlica y ecoldgica, ya
que, segun Codina-Escobar (2009) en vez de competir por el mismo nutriente, los
microorganismos del complejo colaboran para llevar a cabo una transformacion
determinada, siempre y cuando las condiciones ambientales que se generan permitan
que ellos coexistan cercanamente. Sin embargo, Morris y Blackwood (2007)
mencionan que bajo condiciones hostiles pueden desarrollar estrategias de

adaptacion y/o mutacion.

3.8. Cinética de Crecimiento Fungico en el Complejo Enzimético
En la siguiente figura se muestra la cinética de crecimiento determinada por peso
seco, de los mejores 4 tratamientos, ademas en el anexo 10 se encuentran los

resultados de todos los tratamientos evaluados.
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Cinética de crecimiento de los mejores complejos
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T16 0,0 139,1 118,4 1144 92,0
T27 0,0 102,5 139,7 120,4 93,7
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Figura 7. Cinética de crecimiento flngico determinado por peso seco de los mejores complejos. No
se realizaron las mediciones a los tratamientos T16 Y T27 a las 120 horas, debido a que presentaron
una disminucién en su biomasa.

Elaborado por: J. Molina y D. Sanmartin, 2015.

Se evidencia como los complejos fangicos tuvieron una fase de adaptacion muy
corta, alcanzando la fase exponencial a las 24 horas, siendo T16 es el tratamiento de
mayor biomasa, no obstante, el tratamiento decrece rapidamente a las 48 y 72 horas,
llegando a la fase de muerte a las 96 horas. En los tratamientos T5 y T27 se observa
que la fase exponencial se alcanza a las 24 horas, mientras que la fase estacionaria se
da entre las 48 a 96 horas, alcanzando la fase de muerte a las 120 horas. En el
tratamiento T11 se observa la fase exponencial a las 24 horas, ademas, se aprecia un

incremento progresivo de biomasa hasta las 120 horas de evaluacion.
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Los resultados obtenidos en los tratamientos T5, T16 y T27 se corroboran con los
obtenidos por Santander (2006) y Espitia (2009). El crecimiento del tratamiento T11
se asemeja al reportado por Martin (2010) y por Zeng y otros (2006) gque trabajaron
con especies del género Penicillium; mientras Reyes (2006) obtiene resultados

similares con Aspergillus.

3.9. Determinacion de la capacidad de degradacion

Mediante los analisis estadisticos realizados, se acept6 la hipotesis alternativa (P<
0.05), ratificando que al menos un complejo comprendido por 2 taxones de hongos
filamentosos es capaz de degradar almiddn y producir azlcares reductores, debido a
las diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos; ademas
mediante la prueba de Tukey se identifico los mejores tratamientos (ver anexo 11).
En las siguientes figuras, se observa los tratamientos versus el tiempo tanto para
glucosa como para maltosa, donde se observa que cada taxén responde de manera
distinta en cada combinacion, debido a que producen azlcares reductores en distintas

cantidades a lo largo del tiempo evaluado.
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Figura 8. Produccion de glucosa, todos los tratamientos versus el tiempo evaluado.

Elaborado por: J. Molina y D. Sanmartin, 2015.

43




30

25

20

1

ol

Produccion de maltosa por los tratamientos
1

“‘ | I! ||‘I|I||‘l | ‘

TL T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 TI10 T11 T12 T13 T14 T15 T16 T17 T18 T19 T20 T21 T22 T23 T24 T25 T26 T27 T28
Tratamientos

m0horas ®m24 horas m48 horas ™72 horas ™96 horas m 120 horas

o

Produccioén de maltosa (g/L)

Figura 9. Produccion de maltosa, todos los tratamientos versus el tiempo evaluado.

Elaborado por: J. Molina y D. Sanmartin, 2015.
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3.9.1. Seleccion de los Mejores Tratamientos
Como se observa en las figuras 8 y 9, los complejos fungicos mostraron diferencias
significativas en la produccion de azucares reductores (P < 0.05), corroborando que
la produccion de azUcares reductores es estadisticamente significativa con un 95% de

confianza.

El tratamiento con mayor produccion a las 24 horas fue T16 conformado por Mucor
sp. 3 - Penicillium sp. 1, mostrando diferencias significativas (P< 0.05), tanto para
glucosa como maltosa, ya que produce 13,4 g/L y 16,2 g/L, respectivamente, lo que
corresponde al 26, 9% del almiddn total biodegradado. Sin embargo, a partir de las
48 horas, su produccién baja gradualmente. La prueba de Tukey corrobora que T16

es el tratamiento con mayor produccion de azucares reductores.

El tratamiento con mayor produccion de glucosa a las 48 horas fue T5, conformado
por Fusarium sp. - Penicillium sp. 1, mostrando diferencias significativas (P< 0.05),
ya que produce 12,1 g/L, a la vez que ocupa el segundo lugar en produccion de
maltosa, con 13,4 g/L, lo que corresponde al 23,2% del almidon total biodegradado.
Ademas, es el tratamiento de mayor produccién de glucosa y maltosa a las 72 horas
(P< 0.05), con 23 g/L y 23,4 g/L respectivamente, lo que corresponde al 42,1% del

almidon total biodegradado, lo que se confirma con la prueba de Tukey.

El tratamiento con mayor produccién de maltosa a las 48 horas fue T27, conformado

por Penicillium sp. 1 - Mucor sp. 4, mostrando diferencias significativas (P< 0.05),

ya que produce 13, 5 ¢g/L, a la vez que ocupa el segundo lugar en la produccion de
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glucosa con 10,9 g/L; lo que corresponde al 22,2% del almidon total biodegradado,

lo que se confirma con la prueba de Tukey.

El tratamiento con mayor produccion de glucosa y maltosa a las 96 y 120 horas fue
T11, conformado por Trichocladium sp. - Penicillium sp. 1 mostrando diferencias
significativas (P< 0.05). A las 96 horas produce 19,6 g/L de glucosa y 22,1 g/L de
maltosa, mientras que a las 120 horas produce 20,6 g/L de glucosa 24,98 de maltosa.
Esto corresponde al 37,9% del almidon total degradado a las 96 horas, y al 41,5% de
almidon degradado a las 120 horas. Estos resultados se ratifican mediante la prueba

de Tukey.

En la siguiente tabla, se presenta un resumen de los mejores tratamientos por cada
hora evaluada, en la cual se aprecia que la mayor produccion de azUcares reductores
totales se da a las 72 horas por el tratamiento T5, ya que presenta una produccion de
azlcares de 42,1 %, es decir que hidroliza el 57,9 % del almidon adicionado al
medio. Ademas, cabe mencionar que el tratamiento T11 tiene una produccion de
azUcares reductores exponencial, ya que a las 120 horas no presenta una disminucion

en su produccién, como lo indica las figuras 8 y 9.
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Tabla 17.
Resumen de los mejores tratamientos por horas evaluadas en la produccion de

azUcares reductores

Tiempo Glucosa | Maltosa | Azucares
Tratamiento Complejo
(horas) (%) (%) totales (%0)
Mucor sp. 3 -
24 T16 12,1 14,7 26,8
Penicillium sp. 1
Fusarium sp. -
48 T5 11,0 12,2 23,2
Penicillium sp. 1
Penicillium sp. 1 -
48 T27 9,9 12,3 22,2
Mucor sp. 4
Fusarium sp. -
72 T5 20,9 21,2 42,1
Penicillium sp. 1
Trichocladium sp.
96 T11 17,8 20,1 37,9
- Penicillium sp. 1
Trichocladium sp.
120 T11 18,8 22,7 41,5
- Penicillium sp. 1

Nota: Elaborado por: J. Molina y D. Sanmartin, 2015.

La hidrdlisis del almiddn a azucares reductores se debe a enzimas amilasas (alfa-
amilasa, beta-amilasa, glucoamilasas, entre otras) secretadas por los hongos
filamentosos que conforman los complejos enzimaticos.

Con respecto a la relacion biomasa - produccion de azlcares reductores, todos los
complejos fangicos mostraron una fase de adaptaciéon muy corta, como lo indica las

figuras 8 y 9, lo que implica segin Santander (2006) alcanzar en menor tiempo la
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biomasa necesaria para iniciar la degradacion del sustrato, lo cual permite optimizar
procesos. Asimismo, a partir de las 48 horas, la biomasa de los complejos fungicos
muestra un comportamiento estacionario, donde los valores tienden a disminuir, esto
segun Glazer y Nikaido (1998) se debe a que la glucosa presente en el medio entra en
un proceso glicolitico, seguido por un proceso fermentativo. Ekunsaumi (2007) y
Espitia (2009) mencionan que se debe al agotamiento del sustrato, lo que se
evidencia también en la disminucion de la concentracion de azucares reductores al
final del tiempo de evaluacidn, puesto que estos azUcares se encuentran disponibles
en el medio, razon por la cual, son utilizados por los hongos como una fuente de
carbono disponible.

Segun Kolusheva y Marinova (2007), la caida de produccion de azlcares reductores,
se debe a que entre mayor sea la concentracion de biomasa y menor sea el sustrato
disponible, la tasa de reaccidn disminuye, considerando que hay menos lugares de
reaccion activos disponibles para hidrolizar el almidon, generando un limitante por

exceso de enzimas.

3.10. Medicion del pH

Como se puede apreciar en la siguiente figura, todas las muestras iniciaron con un
pH ligeramente &cido de 6,85 + 0,05. Segun transcurria el tiempo, el pH fue variando
de tal manera que el valor de pH maés bajo fue 5,04 y el mas alto fue 6,62. Los datos

de pH de todos los tratamientos se encuentran en el anexo 12.
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Variacion de pH

—p==T5 =fl=—T16 T1l]l e———T27

7
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> Oh 24h 48h 72h 96h 120h
——T5 6,85 6,78 6,53 6,00 5,76 5,62
—f—T16 6,85 6,81 6,49 6,33 6,11

T11 6,85 6,61 6,62 6,55 6,48 6,19
T2 7 6,85 6,44 6,17 5,83 5,37

Tiempo (horas)

Figura 10. Variacion pH de los mejores tratamientos.

Elaborado por: J. Molina y D. Sanmartin, 2015.

Se corrobora que los valores de pH estuvieron dentro del rango general de
crecimiento para hongos filamentosos como lo reporta Vera (2004) siendo de 2 a 9.
Ademas, coincide que las a-amilasas muestran una actividad optima a pH 6,5
(UChile, 2015), las B-amilasas a pH 5,5 (Garcia, Quintero, & Lopez, 2004) vy las
glucoamilasas en un intervalo de pH de 3,6 a 6,5 (Kulp, 1975). Segun Leitdo (2011)

a pH bajos los enlaces glucosidicos son facilmente hidrolizados.
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Conclusiones

Se aislaron 8 taxones de hongos filamentosos con capacidad productora de amilasas,
a partir de tubérculos de oca y mashua recolectados en el canton Saquisili., utilizando
técnicas microbioldgicas selectivas (prueba de Fehling, prueba de Lugol, asimilacion
de los taxones en funcién del tiempo y velocidad de crecimiento en medio YPS), los
cuales se identificaron mediante técnicas taxondmicas documentadas y practicas
(montaje por diseccién, cinta pegante y microcultivo), correspondiendo a los

géneros: Mucor, Penicillium, Fusarium y Trichocladium.

Los taxones fungicos seleccionados poseen la capacidad de hidrolizar el almidon a
azlcares reductores en diferentes cantidades a lo largo de tiempo evaluado. Los
tratamientos: T16 (Mucor sp.3 - Penicillium sp.1), T5 (Fusarium sp. - Penicillium
sp.1), T27 (Penicillium sp.1 - Mucor sp.4) y T11 (Trichocladium sp - Penicillium

sp.1), mostraron los mejores rendimientos en la produccion de azucares reductores.

La cinética de crecimiento de los hongos en el complejo evidencid, que todas las
combinaciones presentaron una fase de adaptacién menor a 24 horas. Asimismo, a
partir de las 48 horas, la biomasa de los complejos fldngicos muestra un
comportamiento estacionario, donde los valores tienden a disminuir, alcanzando la
fase de muerte. Una excepcion es el tratamiento T11, que muestra un incremento

exponencial en su biomasa hasta las horas evaluadas.
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Recomendaciones

Incrementar los tiempos de evaluacion a la cinética de crecimiento y degradacion del
almidon al tratamiento T11 (Trichocladium sp. - Penicillium sp. 1), ya que presenta
un rendimiento exponencial hasta las 120 horas evaluadas, con el fin de determinar

su punto maximo de degradacion.

Trabajar con diferentes condiciones de: temperatura, pH, agitacion, hongos por
complejo, concentracion de sustrato que favorezcan la actividad catalitica de los

complejos seleccionados, para determinar las mejores condiciones de produccion.

Efectuar una identificacion a nivel molecular, para reafirmar el género y determinar

las especies de los taxones fungicos obtenidos, asi como su perfil metabolico y

genético.

Realizar procesos de purificacion de las enzimas para determinar exactamente que

enzimas participan en los procesos hidroliticos de degradacion del almidon.

Establecer una comparacion con cepas o enzimas certificadas en la produccion de

amilasas, para evaluar el rendimiento de los hongos obtenidos.
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