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Resumen

El estudio evalu6 el potencial amilolitico de microorganismos aislados de sustratos relacionados con el cultivo
de arroz a partir de almidén extraido por el método alcalino en arroz de tercera de las variedades Indica y
Fedearroz 60. El almidén se fermenté de forma directa con microorganismos aislados de los sustratos, se evalud
el efecto del tipo de microorganismo y del tiempo de fermentacion (24, 48 y 72 h) en reactores de 50 ml
suplementados con 20 g/l de almidén, y se midi6 la liberacion de azlcares totales y azUcares reductores, asi
como la actividad amilolitica directa. Entre los microorganismos recuperados de los sustratos se destacaron los
hongos Aspergillus spp., Rhizopus oryzae, Penicillum spp. y Candida krusei, por su mayor crecimiento en el
medio suplementado con almidén y por su actividad amilolitica diferencial. Se observé una dependencia entre
los factores evaluados y el potencial amilolitico. El organismo mas eficiente fue Aspergillus spp., que liber6
2,85 g/l de azlcares a las 72 horas de fermentacion con el almidon de la variedad Fedearroz 60, y el menos
eficiente fue C. krusei, con 0,300 g/l de azUcares reductores en el mismo tiempo de fermentacion y sin diferencia
significativa debida al tipo de variedad, lo que Indica un apreciable potencial amilolitico en microrganismos
nativos asociados al cultivo del arroz y un efecto importante de la estructura y la composicion quimica de los
almidones de las variedades estudiadas.

Palabras clave: almiddn de arroz, subproductos agroindustriales, capacidad amilolitica, microorganismos nativos.
Amylolytic potential of microorganisms associated to rice crops cultured on starch from rice byproducts
Abstract

We evaluated the amylolytic potential of microorganisms isolated from substrates related to rice crops cultured on
starch extracted by the alkaline method from third category indica and Fedearroz 60 rice varieties. The starch was
subjected to direct fermentation with microorganisms isolated from the substrates; we evaluated the effect of the
type of microorganism and the fermentation time (24, 48 and 72 h) in 50 ml reactors supplemented with 20 g/I of
starch, and we measured total sugars, reducing sugars and direct amylolytic activity. Among the microorganisms
recovered from the substrates, Aspergillus spp., Rhizopus oryzae, Penicillium spp. and Candida krusei were
especially efficient given their growth rate in the starch-supplemented medium, and their differential amylolytic
activity. The most efficient organism was Aspergillus spp., releasing 2.85 g/l of reducing sugar at 72 h in starch from
the Fedearroz 60 rice variety, and the least efficient was C. krusei, with 0.300 g/l of reducing sugars during the same
fermentation time, apparently regardless of the variety. This Indicates a significant amylolytic potential of native
microorganisms associated with rice crops and their significant effect on the structure and chemical composition of
the starch varieties under study.

Key words: Rice starch, agroindustrial byproducts, amylolytic potencial, native microorganism.

Introduccién

El arroz se considera uno de los cereales mas importantes
debido a su aporte nutricional basico, y es parte esencial de
la dieta en 17 paises de Asia y el Pacifico, nueve paises de
América, y ocho paises de Africa. Aporta cerca de 20 % de la
energia alimentaria a nivel mundial y proporciona, vitaminas
como la tiamina, la niacina y la riboflavina; ademas, tiene
un gran contenido de &cido aspartico y glutamico (FAO,
2004). En Colombia la produccion de arroz registrada para
el primer semestre de 2015 fue de 780.997 toneladas, de
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las cuales el departamento del Tolima produjo 317.978,
lo que representa el 41 % del total nacional (Dane-
Fedearroz, 2013); no obstante, aproximadamente 20 % de
la produccion corresponde a granos manchados, partidos
y de tercera calidad que son escasamente comercializados
(Espinal, et al., 2005).
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Los granos de arroz estan constituidos en un 90 % por
almidon, el cual se considera un recurso econdémico para
la produccién de glucosa, fructosa y jarabes de maltosa
muy utilizados en la industria de alimentos (Roy & Gupta,
2004), asi como de productos a partir de su fermentacion,
como son el etanol y las dextrinas (Binod, et al., 2010;
Kim, et al., 2010; Ko, et al., 2009). El almidén de arroz
posee caracteristicas Unicas como su textura suave, su alta
resistencia al acido y los amplios rangos de variacién en sus
contenidos de amilosa y amilopectina (el de la amilosa, por
ejemplo, puede variar entre 8 y 37 %), por lo cual se ha
incrementado su demanda en aplicaciones farmacéuticas y
alimenticias (Wani, et al., 2012).

Convencionalmente, la conversion del almidén a glucosa y
otros productos derivados requiere de la previa gelatinizacion
de los granulos para el dptimo desarrollo del proceso de
hidrolisis enzimatica, lo cual exige una gran energia de
entrada, con el consecuente incremento de los costos del
proceso (Tester, et al., 2006).

La basqueda de microorganismos con potencial para
sacarificar directamente los granulos de almidén crudo a
temperaturas moderadas y mediante la produccién de alfa
amilasas, sigue siendo atractiva desde el punto de vista
econémico, pues reduce los costos del proceso (Goyal,
et al., 2005). En este sentido, se conoce la capacidad
de los hongos de los géneros Aspergillus y Rhizopus,
asi como de una amplia variedad de microorganismos,
para producir diferentes tipos de amilasas. Estas enzimas
tienen la capacidad de hidrolizar diferentes fuentes de
sacaridos (Sivaramakrishnan, et al., 2006; Sodhi, et al.,
2005). Por lo tanto, el estudio de la capacidad amilolitica
de microorganismos asociados al cultivo del arroz se
convierte en una oportunidad no solo para encontrar
nuevas fuentes de amilasas, sino también para establecer
su potencial en la trasformacion de almidones en otros
productos de valor agregado. Por tal razdn, en este estudio
se evalud la capacidad amilolitica de microorganismos
aislados de sustratos asociados con el cultivo de este grano
y cultivados en almiddn extraido de arroz de tercera de las
variedades Indica (In) y Fedearroz 60 (F60) procedentes del
departamento del Tolima.

Metodologia
Aislamiento e identificacion de microorganismos

Se aislaron microorganismos de los siguientes sustratos
asociados al cultivo de arroz: suelo, cascarilla, arroz inte-
gral y arroz de las variedades In y F60. Las muestras se
recogieron directamente en agar Sabouraud suplementado
con cefalexina y ampicilina al 0,1 %. La preseleccion
se hizo con base en el crecimiento y la morfologia: los
aislamientos que crecieron mas rapidamente en el medio de
cultivo selectivo y que presentaron una morfologia tipica de
levaduras y hongos, se purificaron posteriormente mediante
repiques sucesivos (Vanegas, et al., 2003).

Potencial amilolitico de microorganismos

Las levaduras se identificaron inicialmente bajo el micros-
copio Optico con tincién de Gram, y posteriormente con el
kit bioquimico API 20C AUX; los hongos se identificaron
mediante el uso de claves taxondmicas (Gilman, 1963) y
con hase en la informacion morfoldgica recolectada.

Almidon de arroz

Se us6 almidon de arroz previamente extraido y caracteri-
zado a partir de granos de tercera calidad de las variedades
In y F60, segun se describié en el estudio adelantado
por Zamora, et al., 2013, es decir, una extraccion bajo
condiciones alcalinas.

Determinacion de la actividad amilolitica

Se utilizé un medio de cultivo minimo en el que el almidoén
era la Unica fuente de carbono. La composicion del medio,
medida como porcentaje de masa por volumen (% p/v), fue
la siguiente: almidon, 10 g/l; (NH,),SO,, 5¢/I; KH,PO,: 5g/1,
y 29/l de agar (Vanegas, et al., 2004). El cultivo se incubd
a 37 °C, y posteriormente se midio su eficiencia a las 48
y 72 horas, evaluando el consumo de almidén mediante el
método del halo de crecimiento.

La cuantificacion de la actividad amilolitica se llevo a
cabo en reactores de flujo continuo de 50 ml con un medio
minimo liquido (20 g/l de almiddn, 5 g/l de (NH,),SO,y
KH,PO,, 20 g/l de agar, 4 g/l de extracto de levadura y
3 g/l de peptona), al que se le agregd una suspension de 5
ml del microorganismo; se incubaron 3,9 x10° levaduras/
ml, 4,3 x10° esporas de Rhizopus spp/ml, 2,8 x10° esporas
de Penicillium spp/mly 2,3 x10° esporas de Aspergillus/ml.
La actividad se midi6 como UA/min | a las 24, 48 y 72
horas, previa inactivacion de la actividad enzimética en un
bafio a 100 °C durante 15 minutos. El filtrado se us6 para la
determinacion de los azlcares reductores (Sarmiento, et
al., 2003). Todos los ensayos se hicieron por duplicado.

Cuantificacion de los aziicares reductores

Los azucares reductores se cuantificaron utilizando el método
del &cido 3,5 dinitrosalicilico (Miller, 1959). Se elabor6 una
curva de calibracion con glucosa entre 0,12 y 2,0 g/l, y las
determinaciones se hicieron en un espectrofotémetro Thermo
scientific UV-V Helios Gamma, modelo UVG154501.

Analisis estadistico

Se hizo un andlisis factorial compuesto del tipo de micro-
organismo, el tiempo de fermentacion y la variedad de
arroz usando como variables la respuesta al contenido de
azUcares reductores y la actividad amilolitica en cada uno
de los ensayos. Se consideraron dos réplicas para cada uno
de los tratamientos.

Las comparaciones multiples se hicieron mediante el test
de las minimas diferencias significativas (least significant
differences, LSD), con un nivel de significacion de 95 %,
usando el programa estadistico Statgraphic Centurion XV.
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Resultados y discusion
Aislamiento e identificacion de microorganismos

Se aislaron e identificaron los organismos Candida krusei,
Aspergillus spp., Penicillum spp. y Rhizopus oryzae. Este
ultimo hongo fue el microorganismo mas comdn entre los
sustratos evaluados, posiblemente debido a su capacidad
para colonizar diversos sustratos y tomar un amplio rango
de azlcares (Karimi, et al., 2006). La cascarilla fue el
sustrato que present6 el mayor nimero de microorganismos,
probablemente por su alto contenido de carbono (39 %), lo
que facilitaria el desarrollo microbiano (Camargo, 2005).

Metabolismo y trasformacion microbiana del almidon

Los microorganismos que evidenciaron un desarrollo apre-
ciable en el medio de cultivo suplementado con almidon
a las 48 horas de la siembra fueron R. oryzae, Aspergillus
spp., Penicillum spp. y C. krusei fueron los organismos que
mostraron un desarrollo més apreciable.

La actividad amilolitica observada coincidio con la reportada
para especies de los géneros Aspergillus y Rhizopus, cuya
produccion de glucoamilasas implicadas en el proceso de
degradacion del almidon se ha documentado previamente
(Prasad, et al., 2007). En el caso particular de Aspergillus
spp., su capacidad para degradar almiddn se ha demostrado
mediante la induccion de sustratos como el aceite de torta
de cacahuete, el salvado de trigo y el salvado de maiz
mezclados en una proporcion de masa de 1:2:2 (Alva, et
al., 2007), al igual que en especies como A. niger, empleada
en la degradaciéon de residuos agroindustriales, ya que
produce enzimas del tipo de la celulasa, la pectinasa y la
hemicelulasa, y otras del tipo de la amilasa, las cuales han
demostrado su efectividad en la degradacion de almidones
crudos bajo diferentes condiciones experimentales (Tester,
et al., 2006). En las Figuras 1 y 2 se puede observar la
actividad enzimatica de los diferentes microrganismos en
los almidones de las variedades de arroz estudiadas.

El microorganismo con la mayor actividad enzimética a
las 72 horas de fermentacion con el almidén de la variedad
F60 fue Aspergillus spp., con una actividad promedio de 44
UA/min/l, es decir, casi 10 veces mayor a la de la levadura
C. krusei (3,53 UA/min/l), y casi cuatro veces mayor a
la observada con los hongos Rhizopus spp. y Penicillum
spp., cuyos niveles de actividad enzimatica fueron muy
semejantes para el mismo tiempo de fermentacion (10,73
UA/min/l). Una menor actividad enziméatica se observo
con el almidon de la variedad In para Aspergillus spp.,
con un valor de 18,45 UA/min/l, mientras que los demas
mantuvieron niveles de actividad enzimatica similares a los
obtenidos con la variedad F60. La amildlisis llevada a cabo
por Aspergillus spp. fue comparable a la de especies como
A. niger en almiddn de yuca reportada por Villalba, et al.,
(2008), lo que demuestra el potencial de la aplicacion de los
almidones de arroz en la produccién de azlcares simples.

516

Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 39(153):514-519, octubre-diciembre de 2015

25

10

Actividad UA/min.L

o1
1

Tiempo fermentacion (h)

==@== Candida krusei == Aspergillus spp

Rhizopus oryzae ==&= Penicillium spp

Figura 1. Actividad amilolitica de los microorganismos aislados de
sustratos relacionados con el cultivo del arroz a partir de almidon
de la variedad de arroz Indica
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Figura 2. Actividad amilolitica de los microorganismos aislados
de sustratos relacionados con el cultivo del arroz a partir de almi-
don de la variedad Fedearroz 60

La accion enzimatica se relaciona con los resultados de
los carbohidratos reductores, cuyo aumento se observo a
medida que transcurrio el tiempo de fermentacion en casi
todos los casos y cuya liberacién dependié estadisticamente
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del tipo de microorganismo, el tiempo de fermentacion y la
variedad de arroz, tal como se observa en la Tabla 1, en la
cual se presenta el efecto de los factores antes mencionados
sobre la liberacién de azucares reductores.

El microorganismo que generé mayor cantidad de azlcares
reductores fue Aspergillus spp. (4,31 g/l) a las 48 horas de
fermentacion con el almidén de la variedad F60, mientras
que con la variedad In se generaron 2,61 g/l. Para los
demas microorganismos no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre las 48 y las 72 horas
de fermentacion. Los hongos R. oryzae y Penicillum spp.
liberaron alrededor de 1,0 g/l, y C. krusei fue el menos
eficiente, con un promedio de 0,3 g/, independientemente
de la variedad de arroz en todos los casos. Estos resultados
se pueden apreciar en las Figuras 3y 4.

La dependencia entre el tiempo de fermentacion y la
cantidad de azucares reductores fue directa en casi todos
los microorganismos con excepcion de Aspergillus spp., en
la cual se observé una disminucion marcada de la cantidad
de azucares reductores a las 72 horas de fermentacion,
lo que posiblemente se debi6 a la inhibicion enzimética
por producto o a que el hongo comenzé a incrementar el
consumo de azUcares simples para el desarrollo de sus
procesos metabdlicos.

Los resultados presentados coinciden con los reportes acerca
de la capacidad de los hongos de los géneros Penicillum,
Rhizopus y Aspergillus como buenos productores de enzimas
amiloliticas (de Castro, et al., 2011).

La expresion de amilasas se ha conseguido con diferentes
especies de los géneros de hongos usados en este estudio
y subproductos agroindustriales como la céscara de yuca,

Tabla 1. Prueba de multiples rangos para azucares reductores
(mg/l) segun tipo de microorganismo, por tiempo de fermentacion
(horas) y por variedad de arroz

Parametros Promedios
Microorganismo

Candida kruseli 0,300 a
Penicillum spp 1,604 b
Rhizopus oryzae 1,651 ¢
Aspergillus spp 2,827 d
Tiempo fermentacién (h)

24 1,242 a
48 1,668 ab
72 1,877b
Variedad de arroz

indica 1,079 a
Fedearroz 60 2,112 Db

Letras diferentes Indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)

Potencial amilolitico de microorganismos
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Figura 3. Liberacion de azUcares reductores por microorganismo
con el almiddn de la variedad de arroz Indica
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Figura 4. Liberacion de azUcares reductores por microorganismo
con el almiddn de la variedad de arroz Fedearroz 60

el fiame, el platano, el banano, el bagazo de cafia, el
salvado de trigo y el salvado de arroz, entre otros, los
cuales han demostrado ser buenos inductores de amilasas
en los hongos A. awamori, A. wentii, P. verrucosum, R.
microsporus y R. oryzae.
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Como se presenta en la Tabla 1, hubo una relacion esta-
disticamente significativa entre el almidon de la variedad
de arroz y la liberacién de azdcares reductores, aspecto que
puede sugerir una dependencia importante de la estructura
y la composicion quimica de los almidones usados, lo que
en la literatura cientifica se ha asociado especificamente
con los contenidos de amilosa y amilopectina. En este
sentido, los almidones con mayores contenidos de amilosa
0 con cadenas cortas de amilopectina son mas resistentes
a la hidrélisis enzimatica, ya que una menor cantidad de
ramificaciones, o de sitios disponibles de configuracion
ala6, hace mas lenta la degradacion (Tahir, et al., 2010).
Igualmente, los estudios sobre la digestibilidad de las alfa-
amilasas de almidones de diversas leguminosas mostraron
que la tasa de hidrolisis se vio afectada por la organizacion
de las cadenas de almiddn dentro del granulo, asi como por
el grado de interaccion entre las cadenas de amilosa (Zhou,
et al., 2004), en tanto que en almidones de trigo y maiz el
tamafio del granulo afect6 su amildlisis (Naguleswaran, et
al., 2012); las investigaciones futuras sobre estos aspectos
deberan determinar la relacién entre la estructura quimica
de los almidones de arroz analizados y los resultados pre-
sentados en este estudio.

Conclusiones

Con excepcién de C. krusei, los demas microorganismos
aislados de los diversos sustratos relacionados con el
arroz tuvieron una actividad amilolitica apreciable en los
almidones de las variedades de arroz en estudio, lo cual
indica que son una fuente importante de organismos que
podrian usarse en el futuro en procesos que conlleven a
la hidrolisis y posterior conversion de almidones en otros
productos. Aunque en este estudio no se determing el efecto
de la estructura y la composicién quimica de los almidones
en su hidrdlisis enzimética, su medicion en términos de
la liberacion de azUcares simples, asi como su actividad
enzimatica, se vio afectada por el tipo de almidon, lo cual
debe revisarse de manera mas detallada en futuros estudios,
dada su relevancia en el aprovechamiento biotecnoldgico
del almidon de arroz de las variedades aqui estudiados.
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