Articulos

Aislamiento de cepas fungicas de la agroindustria azucarera:
capacidad de produccién de amilasas, dextranasas y lacasas

Serafin Pérez Contreras’, Dora Angélica Avalos de la Cruz', Manuel Alejandro Lizardi
Jiménez?, José Andrés Herrera Corredor’, Obdulia Baltazar Bernal' y Ricardo Hernandez
Martinez3*

"Colegio de Postgraduados campus Cérdoba, Amatlan de los Reyes, Ver. CP 94946.
2SECIHTI-Universidad Autbnoma de San Luis Potosi, Sierra Leona 550, C P 78210 San
Luis Potosi, México.
3SECIHTI-Colegio de Postgraduados Cérdoba, Amatlan de los Reyes, Ver. CP 94946,
*odracirhema@gmail.com

Resumen

El presente trabajo tuvo como objetivo aislar y caracterizar cepas fungicas nativas de biomasa de
cafa de azucar con potencial para producir enzimas de interés industrial, incluyendo amilasas,
dextranasas y lacasas. Los aislados fungicos fueron aislados a partir de bagazo y hojas de cafa de
azucar mediante siembra directa y fueron purificadas realizando subcultivos en agar de papa y
dextrosa. La caracterizacion morfoldgica reveld que los aislados AB, TH y TB tienen caracteristicas
similares a las reportadas para los géneros Aspergillus y Trichoderma, ampliamente reportados con
capacidad de produccion enzimatica. Los ensayos enzimaticos cualitativos demostraron que todos
los aislados tienen actividad amilasa, AB y TH producen dextranasa, mientras que todas fueron
negativas para actividad lacasa. Los resultados concuerdan con reportes sobre el potencial de las
especies de Trichoderma y Aspergillus para la produccion de enzimas. Este estudio subraya la
importancia de utilizar los recursos microbianos locales para la produccién de enzimas, ofreciendo
soluciones sostenibles para aplicaciones agroindustriales.

Palabras Claves: Enzimas hidroliticas, Aislados fungicos, Aspergillus, cepas nativas

Abstract

The objective of this study was to isolate and characterize native fungal strains from sugarcane
biomass with the potential to produce enzymes of industrial interest, including amylases, dextranases,
and laccases. The fungal isolates were isolated from sugarcane bagasse and leaves by direct
inoculation and were purified by subculturing on potato and dextrose agar. Morphological
characterization revealed that isolates AB, TH, and TB have characteristics similar to those reported
for the genera Aspergillus and Trichoderma, widely reported to have enzyme production capacity.
Qualitative enzyme assays demonstrated that all isolates showed amylase activity, while AB and TH
also showed dextranase production, and all were negative for laccase activity. The results are
consistent with reports on the potential of Trichoderma and Aspergillus species for enzyme
production. This study highlights the importance of using local microbial resources for enzyme
production, offering sustainable solutions for agro-industrial applications.
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Introduccion

Las enzimas son biocatalizadores de origen
biolégico con amplias aplicaciones en
bioprocesos e industrias, caracterizandose
por ser productos amigables con el medio
ambiente (Nargotra et al., 2022). A nivel
industrial, son producidas principalmente por
bacterias y hongos, aunque las enzimas
fungicas presentan ventajas adicionales como
su naturaleza extracelular lo que facilita su
recuperacion, la resistencia a condiciones
extremas de temperatura pH, entre otras,
pueden producirse con altos rendimientos a
partir de residuos agroindustriales (Nargotra
et al., 2022). La importancia econdmica de
estos biocatalizadores es notable, ya que su
mercado alcanzoé en afos recientes un valor
estimado de 7,000 millones de ddlares (Leite
et al., 2021). No obstante, su produccion
puede verse limitada por factores como la
estabilidad o complejidad  estructural
particularmente cuando presentan multiples
dominios funcionales, plegamientos
tridimensionales dificiles de mantener, alta
heterogeneidad conformacional o regiones
sensibles a condiciones ambientales (Arregui
et al., 2019). Entre las enzimas de mayor
interés se encuentran proteasas, lipasas,
amilasas, celulasas, xilanasas, lacasas y
dextranasas, debido a sus aplicaciones en
industrias como la alimentaria, farmacéutica,
papelera, azucarera, textil y en procesos de
biorremediacion (Da Silva et al., 2019; Hasan
et al., 2023; Juntarachot et al., 2020; Liu y
Kokare, 2023).

Dentro de este grupo, las amilasas (a, By V)
son enzimas hidroliticas que degradan
almidon en productos como dextrinas,
oligosacaridos y maltosa (Vieira y Delerue-
Matos, 2020). Tienen aplicaciones en la
produccién de jarabes de glucosa y maltosa,
la reduccién de viscosidad en jarabes de
azucar, la clarificacion de jugos, la industria
cervecera y la panificacion (Liu y Kokare,
2023). Las amilasas fungicas, producidas por
géneros como Aspergillus, Penicillium,
Thermomyces y Mucor, resultan
especialmente valiosas debido a la secrecion
extracelular y a la capacidad de las hifas para
penetrar sustratos solidos, favoreciendo la
hidrélisis (Farooq et al., 2021).

Por su parte, las lacasas son oxidasas que
contienen varios atomos de cobre en su
estructura que les permiten oxidar los
compuestos fenolicos y no fendlicos de la
lignina, asi como diversos contaminantes
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recalcitrantes, lo que les confiere gran interés
en aplicaciones ambientales e industriales
(Debnath y Saha, 2020). Su versatilidad se
amplia mediante el empleo de mediadores
redox que transfieren los electrones hacia
compuestos que normalmente no pueden
acceder al sitio activo (Chmelova et al., 2022).
Estas enzimas se producen en bacterias,
plantas y, con mayor eficacia, en hongos de
los géneros Trametes, Pleurotus 'y
Aspergillus, siendo utiles en la
biorremediacion, el tratamiento de aguas
residuales, la decoloracion de tintes, y como
auxiliares tecnolégicos en la industria
alimentaria (Hasan et al., 2023; Singh y
Gupta, 2020).

Finalmente, las dextranasas hidrolizan los
enlaces a-(1,6)-glucosidicos del dextrano, un
polisacarido producido durante la
fermentacién bacteriana en cafia de azucar y
que afecta negativamente el proceso
industrial por incrementar la viscosidad de
jugos y mieles, alterar la cristalizacion y danar
los equipos (Tanoue Batista et al., 2021).
Aunque estas enzimas tienen aplicaciones en
las industrias azucarera, alimentaria vy
farmacéutica, su uso aun es limitado debido a
los altos costos de produccién. Sin embargo,
los hongos representan fuentes importantes
de dextranasas, especies como Aspergillus
niger, Chaetomium gracile y diversas
especies de Penicillium han sido reportadas
como productoras eficientes (Hu et al., 2023;
Juntarachot et al., 2020).

En este contexto, el presente trabajo tuvo
como objetivo aislar 'y caracterizar
microorganismos nativos de cafia de azucar
con potencial para producir amilasas, lacasas
y dextranasas, lo que contribuira al
aprovechamiento de recursos locales para
aplicaciones industriales y biotecnoldgicas.

Materiales y Métodos

Aislamiento de cepas fungicas

Fueron aisladas cepas fungicas tomando
como fuentes de aislamiento bagazo y hojas
de cafia de azucar, recolectados en el Colegio
de Postgraduados campus Cordoba. Estas
fuentes fueron sometidas a un proceso de
camara humeda a 30 °C durante 7 dias, para
promover la activacion de las cepas nativas.
Posteriormente, las  muestras fueron
sembradas directamente sobre cajas Petri con
agar cloranfenicol, rosa de bengala y dicloran
y mantenidas a 30° C hasta el desarrollo de la
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biomasa (CRBD) (Afolabi et al., 2020;
Martinez-Salgado et al., 2021).

Purificacion de las cepas

A partir de estas muestras fueron
seleccionadas, para su purificacion, cepas
que presentaron caracteristicas similares a
géneros como Trichoderma, Aspergillus,
Fusarium o Penicillium, reportados como
buenos productores de enzimas (lre et al.,
2021; Juntarachot et al., 2020; A. Singh et al.,
2021; Wang et al., 2019). Para la etapa de
purificacion, fueron realizados subcultivos
mediante la técnica de punta de hifa en cajas
Petri con agar de papa y dextrosa (APD),
incubandolas a 30 °C por 5 dias (Lacerda et
al., 2018).

Caracterizacion morfolégica de las cepas

Las cepas puras fueron caracterizadas
mediante la observacion de sus
caracteristicas microscépicas, como la
morfologia de hifas, conidios y conidiéforos,
utilizando la tincién con azul de algodon.
Ademas, fueron analizadas sus
caracteristicas macroscopicas de colonia,
tales como el color del micelio, color de los
conidios, margen, forma, elevacion,
superficie, presencia de pigmentos y distintos
tipos de secreciones, que pueden
manifestarse como exudados liquidos, gotas
cristalinas, compuestos ViSCOS0s 0
metabolitos coloreados (Savin-Molina et al.,
2021).

Conservacion de cepas aisladas

Para la conservacion de las cepas fungicas
aisladas, estas se resembraron en tubos
inclinados con APD e incubadas a 30 °C
durante 3 dias. Posteriormente, los conidios
se recuperaron con solucién estéril de Tween
20 (0.02% v/v) y emplearon para inocular
matraces Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL
de APD, los cuales se incubaron a 30 °C
durante 5 dias. Al término de este periodo, los
conidios y el micelio fueron cosechados con
10 mL de solucion estéril de leche
descremada (10% p/v). La suspension
obtenida, con una concentracion minima de
2x108 conidios/ml cuantificada en camara de
Neubauer, fue separada en crioviales y
almacenada en congelacion a -72 °C.
Posteriormente, la suspension fue liofilizada
en un equipo FreeZone Plus 4.5 Liter Cascade
Benchtop Freeze Dry System (Labconco,
Kansas City, Missouri, USA) a -42 °C y 0.189
mBar durante 24-48 h. Los preservados
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fueron mantenidos a —4 °C y su viabilidad fue
comprobada mediante reactivacion en cajas
Petri de APD una vez al mes, los preservados
fueron mantenidos en el laboratorio hasta su
uso (Stefanello et al., 2019).

Pruebas para la produccidon de enzimas
amilasas, dextranasas y lacasas

Lacasas y amilasas

Para evaluar el potencial de los aislados
fungicos en la produccion de enzimas lacasas,
las cepas fueron sembradas en cajas Petri
con agar extracto de malta (AEM)
suplementado con 0.03% (v/v) de guayacol
como sustrato indicador. Las cajas inoculadas
fueron incubadas a 30 °C por 7 dias para
detectar la presencia de lacasas mediante un
cambio en la coloracion del medio
(Pourkhanali et al., 2021).

Para evaluar la producciéon de amilasas, las
cepas fueron inoculadas en cajas Petri con
medio Czapek-Dox y almidon soluble (200
g/L), ajustando el pH a 6.5 y manteniéndolas
en incubacién por 4 dias. Posteriormente, las
cajas Petri fueron inundadas con soluciéon de
yodo al 1% durante 10 min para revelar las
zonas claras alrededor del hongo (halo de
hidrdlisis) (Das et al., 2020).

Dextranasas

Para evaluar el potencial de los aislados
fungicos en la produccion de dextranasas, las
cepas fueron inoculadas en cajas Petri con
medio de deteccion de dextranasas (DTD)
compuesto por (g/L): 5 dextrano (T20), 2
K,HPO,, 2 KH,PO,, 3 peptona y 3 extracto de
levadura, ajustado a un pH inicial de 7.4. Las
cajas inoculadas fueron incubadas a 37 °C
durante 24 h. La produccion de dextranasas
fue evidenciada por la formacién de zonas
claras de hidrdlisis alrededor de las colonias
(Zohra et al., 2013).

Resultados y discusién

Aislamento y caracterizacién de las cepas
fungicas

A partir de los muestreos se seleccionaron
tres aislados fungicos para su estudio:
etiquetados como HB1 y HB2, provenientes
de bagazo de cafia de azucar, y HH1, aislado
de hojas de cafa de azucar (Fig.1). El aislado
HB1 se caracterizé por un micelio blanco con
conidios verde limén, forma filamentosa,
margen filiforme, elevacion plana, superficie
granular y la produccion de un exudado y un
pigmento amarillo en el medio. Por su parte,
HB2 presentd un micelio incoloro con conidios
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negros, forma circular, margen entero, margen entero, elevaciéon crateriforme,

elevacién crateriforme, superficie granular y superficie concéntrica y generé una ligera
una coloracion crema en el medio. coloracion obscura en el medio de cultivo
Finalmente, el aislado HH1 mostré un micelio (Tab. 1).

blanco con conidios amairillos, forma circular,

Figura 1. Caracteristicas macroscépicas de los aislados fungicos obtenidos de cafia de azucar: A: Hongo de bagazo 1
(HB1), B: Hongo de bagazo 2 (HB2) y C: Hongo de Hojas 1 (HH1). 4 Medio? ¢ Condiciones de incubacion?

Tabla 1. Caracteristicas macroscépicas presentes en colonias de aislados fungicos de cafa de azucar.
Color de Color de

Aislado L : Margen Forma Elevacion Superficie  Pigmentos Secrecién
micelio conidios
Sin pigmentos
Hongo de enu?g:;Icl)c; y
Bagazo 1 Blanco Amarillo Entero Circular Crateriforme  Concéntrica . -
ligeramente
(HB1)
oscuro en el
medio.
Hongo de Color crema
Bagazo 2 Incoloro Negro Entero Circular Crateriforme Granular . -
en el medio
(HB2)
Hongo de Amarillo en Presencia de
Hojas 1 Blanco Verde limon  Filiforme Filamentosa Plana Granular medio de
. exudado
(HH1) cultivo
En la caracterizacion microscépica, los Por su parte, el aislado HB2 presentd
aislados HH1 y HB1 (Fig. 2) mostraron estructuras tipicas del género Aspergillus
estructuras reproductivas congruentes con las (renombrandose como AB), tales como
descritas para el género Trichoderma conidioforos erguidos, simples, terminados en
(renombrandose como TH y TB una vesicula globosa o clavada, con fialides
respectivamente). Entre ellas destacan dispuestas en el apice o distribuidas
conidiéforos hialinos, muy ramificados y no radialmente. Los conidios observados fueron
verticilados; fidlides solitarias o agrupadas; asi unicelulares, globosos vy dispuestos en
como conidios (fidlosporas) hialinos, cadenas basipétalas secas, con tonalidades
unicelulares y ovoides, dispuestos en oscuras en masa. La disposicion circundante
pequefios racimos terminales. Ademas, estos de los conidios en la vesicula sugiere afinidad
aislados se distinguen por su rapido con el subgénero Circumdati, mientras que la
crecimiento y la formacion de manchas verdes coloracion negra de los conidios indica una
de conidios, caracteristicas que corresponden posible pertenencia a la seccion Nigri (Barnett
a especies saprofitas comunes en suelos y en y Hunter, 1972; Mohamed et al., 2021).
biomasa lignocelulolitica (Barnett y Hunter,
1972).
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Figura 2. Caracteristicas microscopicas de los aislados fungicos obtenidos de cafia de azlcar. A: Trichoderma de Hoja
(TH), B: Trichoderma de Bagazo (TB), C: Aspergillus de Bagazo (AB).

Estos resultados coinciden con lo reportado
por Mendoza-Infante et al., 2021, quienes
encontraron especies de los géneros
Fusarium, Penicllium, Aspergillus 'y
Trichoderma en aislados de paja de cafa de
azucar. Asi mismo, Trichoderma es un género
de hongos filamentosos ubicuo, que cuenta
con un sinfin de especies de naturaleza
saprofita, por lo que es comun encontrarlo en
biomasa lignocelulésica (Asad, 2022), como lo
son las hojas, tallos y bagazo de cana de
azucar. Por otra parte, Gebbie et al. en 2020
2021, realizaron un estudio para la
identificacion de la microbiota presente en una
pila de bagazo de cafia, encontrando hasta 10

especies distintas del género Aspergillus y 9
especies del género Penicillium.

Ensayo para la produccion de enzimas
amilasas, dextranasas y lacasas

En la tabla 2, se presentan los resultados
obtenidos de los tres aislados fungicos para
los distintos grupos enzimaticos mencionados
anteriormente. Cabe destacar que los tres
aislados mostraron potencial para la
produccion de amilasas, sin embargo, ningun
aislado presentd produccién de lacasas.
También se resalta que el aislado TB
Unicamente presenté potencial para la
produccion amilasas.

Tabla 2. Resultados de las pruebas cualitativas para determinar la capacidad de produccion de enzimas en caja Petri.

Grupo enzimatico

Aislado

Amilasas Dextranasas Lacasas
Aspergillus de Bagazo + + )
(AB)
Trichoderma de Hoja + + _
(TH)
Trichoderma de + ) )

Bagazo (TB)

BioTecnologia, Ao 2026, Vol. 30 No.1

Figura 3. Resultados representativos en pruebas cualitativas A: Amilasas, B: Lacasas, C: Dextranasas.
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La capacidad de especies del género
Trichoderma para la produccion de distintos
grupos enzimaticos ha sido ampliamente
reportada, sin embargo la mayoria de los
estudios se han enfocado en celulasas
(Legodi et al., 2023, Castrillo et al., 2021 y
Guruk y Karaaslan, 2020). Ademas se ha
reportado que especies como T. harzianum 'y
T. virens tienen capacidad para la produccion
de xilanasas (Dhaver et al., 2022; Istigomah et
al., 2022). Asi mismo existen reportes como el
de Gillet et al. en 2023, que emplearon una
cepa de T. stromaticum para producir
amilasas en un sistema de fermentacion en
estado sdélido.

Por otra parte, especies del género
Aspergillus como A. oryzae, A. fumigatus, A.
nigery A. heteromorphus, han sido reportadas
para la produccion de amilasas, dextranasas,
celulasas y xilanasas (Balakrishnan et al.,
2021; Fadel et al., 2020; Santos et al., 2022).
Esto estaria en concordancia con los
resultados obtenidos para el aislado AB.

Conclusiones

El presente estudio evidencia el potencial de
aislados fungicos nativos de biomasa de cafia
de azucar como fuentes de enzimas de interés
industrial. En particular, se resalta Ia
capacidad de géneros como Trichoderma y
Aspergillus para producir amilasas vy
dextranasas que cuentan con aplicaciones
biotecnoldgicas, lo que abre la posibilidad de
aprovechar recursos microbianos locales en
estrategias sostenibles para la valorizacion
agroindustrial.
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