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RESUMEN

La produccién de conidios del hongo entomopatégeno
Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. se realiza en cul-
tivo en medio sélido (CMS) utilizando productos agrico-
las y sus residuos, como arroz (Oryza sativa) y bagazo de
cafia(Saccharum officinarum), donde el CO, puede acumu-
larse como producto del metabolismo. En este estudio se
us6 arroz (Oryza sativa var. japonica) como sustrato usando
dos composiciones atmosféricas: aire normal y otra enrique-
cida con CO, (5 %), a través de recambios cada 12 0 24 h. Se
determiné el efecto de estos tratamientos en la produccién
de conidios y de enzimas amilasas por B. bassiana, median-
te un disefio completamente al azar y andlisis de varianza
usando la prueba de Tukey-Kramer (p=<0.05). La produc-
cién méxima de conidios por g de sustrato seco inicial (gssi)
se obtuvo con la atmésfera normal (1.14x10° conidios
gssi_ '), mientras que con 5 % de CO, la produccién de
conidios disminuyé hasta 85 % (1.8 X 10® conidios gssi_l).
Sin embargo, en este dltimo tratamiento la actividad de
amilasas se incrementé tres veces (16.58 UI gssi_l) respecto
ala atmésfera normal (5.41 Ul gssi ™ 1), Estos resultados son
importantes para la produccién de conidios y de enzimas
por hongos en CMS, con la recomendacién de modificar la
concentracién de CO,, segiin se requiera favorecer el tipo

de producto.
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ABSTRACT

Conidia production of entomopathogenic fungi Beauveria
bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. is performed in a solid state
culture (SSC) using agricultural products and their residues,
such as rice (Oryza sativa) and sugarcane (Saccharum
officinarum) bagasse, where CO, can be accumulated as
a product of metabolism. In this study rice (Oryza sativa
var. japonica) was used as substrate using two atmospheric
compositions: normal air and other enriched with CO,
(5 %), through exchanges every 12 or 24 h. The effect of
these treatments was determined on the conidial production
and amylase enzymes by B. bassiana, using a completely
randomized design and analysis of variance using Tukey-
Kramer test (p<0.05). Maximum conidia production per g
of initial dry substrate (gssi) was obtained with the normal
atmosphere (l.l4><109 conidia gssi_l), while with 5 % of
CO, the conidia production decreased up to 85 % (1.8 x10°
conidia gssi_l). However, in this latter treatment amylase
activity increased three times (16.58 UI gssi~ ') with respect
to the normal atmosphere (5.41 Ul gssi_l). These results
are important for the conidia and enzymes production
by fungi in SSC, with the recommendation to modify the
concentration of CO,, as it is required to favor the type of

product.

Key words: Beauveria bassiana, Oryza sativa, carbon dioxide,

solid medium culture, yield of conidia, enzymatic activity.
INTRODUCTION

n México the use of bio-insecticides increased
because many species of insects have developed
resistance to conventional insecticides; in
addition, people have become more aware to preserve
the environment and human health (Batra, 1982;

Glare, 2004). Therefore, bio-insecticides are an
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INTRODUCCION

n México aumenta el uso de bioinsecticidas
Edebido a que muchas especies de insectos

han desarrollado resistencia a insecticidas
convencionales; ademds, el puablico ha adquirido
mds consciencia de preservar el ambiente y la salud
humana (Batra, 1982; Glare, 2004). Por ello, los
bioinsecticidas son una alternativa en la agricultu-
ra sostenible y manejo integral de plagas (Lacey y
Goettel, 1995).

Existen alrededor de 2000 especies de microor-
ganismos entomopatégenos, de los cuales 750 son
especies de hongos (Candas y Bulla, 2002). La ma-
yoria de estos microorganismos infectan inicamente
a insectos y no son nocivos para otros organismos
como aves, mamiferos o plantas (Alatorre-Rosas,
2007). Dentro de las especies de hongos usadas
para formular bioinsecticidas se encuentra Beauveria
bassiana (Bals.-Criv.) Vuill., la cual infecta a varias
especies de insectos plaga como picudo del algodo-
nero (Anthonomus grandis), palomilla de la manza-
na (Cydia pomonella), barrenador del tallo de maiz
(Diatraea saccharalis), gusano de la harina (Zenebrio
molitor), broca del café (Hypothenemus hampei) y
mosquitas blancas (Bemisia spp.) (Herndndez-Veldz-
quez y Berlanga-Padilla, 1999; Alves ez al., 2002; De
la Rosa et al., 2002; Montesinos-Matias et al., 2011).

La produccién de conidios de B. bassiana se rea-
liza en cultivo en medio sélido (CMS) y en cultivo
liquido (CL). Para el CMS se usan soportes naturales
como bagazo de cafa (Saccharum officinarum), resi-
duos de papa (Solanum tuberosum), salvado de trigo
(Triticum aestivum) y arroz (Oryza sativa) (Neves y
Alves, 2000; Dalla-Santa ez al., 2004, 2005; Nunez-
Gaona et al., 2010). Ye et al. (2006) desarrollaron
una cdmara de cultivo para producir conidios de B.
bassiana a nivel de planta piloto, utilizando arroz
como sustrato. Ademds de este sistema, hay procesos
de produccién de conidios de B. bassiana basados en
paja de arroz y salvado de trigo (Kang ez 4l., 2005).
En otros estudios donde se usé arroz como sustrato
para la produccién de Metarhizium anisopliae y B.
bassiana (Liu y Tzeng, 1999; Neves y Alves, 2000;
Arzumanov ez al., 2005). Sin embargo, no se ha con-
siderado medir la actividad de amilasas, que son las
enzimas mds importantes para hidrolizar el almidén,
el cual es la fuente de carbono mds importante en
el arroz. Por tanto, hay varios productos agricolas y
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option for sustainable agriculture and integral pest
management (Lacey and Goettel, 1995).

There are  about 2000  species  of
entomopathogenic microorganisms, of which 750
are species of fungi (Candas and Bulla, 2002). Most
of these microorganisms infect only insects and are
innocuous for other organisms as birds, mammals
or plants (Alatorre-Rosas, 2007). Among the
species of fungi used to formulate bio-insecticides
are Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill., which
infects several species of pest insects, such as boll
weevil (Anthonomus grandis), codling moth (Cydia
pomonella ), corn stalk borer (Diatraea saccharalis),
mealworm (Zénebrio molitor), coffee berry borer
(Hypothenemus hampei) and whiteflies (Bemisia
spp.) (Herndndez-Veldzquez and Berlanga-Padilla,
1999; Alves et al., 2002; De la Rosa ez al., 2002;
Montesinos-Matfas et al., 2011).

The production of conidia of B. bassiana is usually
achieved in solid culture (SSC) and in liquid culture
(LC). For the SSC natural supports are used such as
sugar cane (Saccharum officinarum) bagasse, potato
(Solanum  tuberosum) residues, wheat (Triticum
aestivum) bran and rice (Oryza sativa) (Neves and
Alves, 2000; Dalla-Santa ez al., 2004, 2005; Nunéz-
Gaona er al., 2010). Ye et al. (2006) developed a
culture chamber to produce conidia of B. bassiana at
pilot plant level, using rice as substrate. In addition
to this system, there are processes of production of
conidia of B. bassiana based on rice straw and wheat
bran (Kang ez al., 2005). In other studies was used
as a substrate for the production of Metarhizium
anisopliae and B. bassiana (Liu and Tzeng, 1999;
Neves and Alves, 2000; Arzumanov et al., 2005).
However, it has not been considered to measure
the amylases activity, which are the most important
enzymes to hydrolyze starch, that is the most
important carbon source in rice. Therefore, there
are several agricultural products and agro-industrial
residues used in the world to produce conidia of
this entomopathogenic fungus, which are the most
important infective units for field application.

Some factors have an important influence on
the production of conidia such as heat transfer, size
and type of substrate particles, water activity, pH,
temperature and gas exchange (Saucedo-Castaneda
et al., 1990; Alatorre-Rosas, 2007; Nunez-Gaona et
al., 2010). In the processes of conidia production,
CO, can be accumulated in the reactors, as a product
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residuos agroindustriales usados en el mundo para
producir conidios de este hongo entomopatédgeno,
los cuales son las unidades infectivas mds importantes
para la aplicacién en campo.

Algunos factores tienen una influencia impor-
tante en la produccién de conidios: transferencia
de calor, tamafio y tipo de particula del sustrato,
actividad de agua, pH, temperatura e intercambio
gaseoso (Saucedo-Castafneda ez al., 1990; Alatorre-
Rosas, 2007; Nufez-Gaona et 4/, 2010). En los
procesos de produccién de conidios se puede acu-
mular el CO, en los reactores, como producto del
metabolismo del propio hongo. El efecto de la con-
centracién de CO, se ha descrito para varias especies
de hongos filamentosos en CMS y en CL (Desgran-
ges y Durand, 1990; Mclntyre y McNeil, 1998).
Lord (2009) realizé un estudio con una atmdsfera
con baja concentracién de O, y elevada cantidad de
CO,, pero sélo durante los bioensayos con insectos
infectados con B. bassiana.

El objetivo de este estudio fue comparar el efec-
to de dos composiciones atmosféricas, una normal
(aire) y otra con 5 % de CO,, durante el crecimiento,
produccién de conidios y amilasas de B. bassiana uti-
lizando un soporte natural ficilmente manipulable
como el arroz.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizé la cepa de B. bassiana Bb 882.5 perteneciente
a la colecciéon de la Universidad Auténoma Metropolitana-
Iztapalapa (México, D. E), propagada por picadura en ma-
traces Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 50 mL de agar
Sabouraud-Maltosa al 2 % modificado (SMA) (agar 15 g LY
maltosa 20 g L_l, peptona de caseina 2.5 g L_l, extracto de
levadura 0.5 g L} y avena molida 15 g LY, esterilizados 15
min en autoclave a 15 PSI. Una vez inoculados, se incubaron
8 da28%1 °C con un fotoperiodo 12:12 h.

Cultivo en medio sélido

Como unidades experimentales se usaron botellas serolégi-
cas de 75 mL conteniendo 5 g de arroz pre-cocido, esterilizadas
15 min en autoclave a 15 PSI. Se preparé una suspensién de co-
nidios adicionando 20 mL de una solucién estéril de Tween 80
al 0.05 % a los matraces Erlenmeyer usados en la propagacion.
Luego se contaron conidios en cdmara de Neubauer, realizando
las diluciones necesarias, con Tween 80 al 0.05 %, para obtener

una concentracién de 5X10° conidios por mL (con mL_l).

of metabolism of the fungus itself. The effect of CO,
concentration has been described for several species
of filamentous fungi in SSC and in LC (Desgranges
and Durand, 1990; McIntyre and McNeil, 1998).
Lord (2009) conducted a study under an atmosphere
with a low concentration of O, and a high amount of
CO,, but only during bioassays with insects infected
with B. bassiana.

The aim of this study was to compare the effect of
two atmospheric conditions, normal (air) and other
with (5 %) of CO,, during growth, conidia and
amylases production of B. bassiana using an easily
manipulated natural support such as rice.

MATERIALS AND METHODS

The strain of B. bassiana Bb 882.5 which belongs to the
culture collection of the Universidad Auténoma Metropolitana-
Iztapalapa (México City) was used, propagated by point
inoculation in Erlenmeyer flasks of 250 mL containing 50 mL of
Sabouraud-Maltose agar at 2 % modified (SMA) (agar 15 g LY
maltose 20 g L_l, casein peptone 2.5 g L_l, yeast extract 0.5 g
L™ 1, and ground oats 15g L_l), sterilized 15 min in an autoclave
at 15 PSI. Once inoculated, were incubated 8 d at 281 °C with
a 12:12 h photoperiod.

Culture in solid medium

Serological bottles of 75 mL were used as experimental
units, containing 5 g of pre-cooked rice, sterilized 15 min in
an autoclave at 15 PSI. A suspension of conidia was prepared
adding 20 mL of a sterile Tween® 80 solution at 0.05 % to
the Erlenmeyer flasks used in the propagation. Conidia were
then counted in the Neubauer chamber, making the necessary
dilutions with Tween 80 at 0.05 %, to obtain a concentration
of 5%10° conidia per mL (con mL™Y). Finally 1 mL was added
of this suspension of conidia to obtain a final concentration of
1%10° conidia per g of initial solid substrate (con gssi_l), with
the necessary amount of a sterile solution of yeast extract (0.5 g

L) to obtain 40 % of initial moisture content.
Modification of the atmosphere

Two gas mixtures were utilized; normal atmosphere (21 %
O,) and one enriched with CO, (21 % O, and 5% CO,). The
enriched mixture was purchased from the company Praxair-
Mexico S. A. All experiments began with a pre-stationary phase,
where for each experimental unit a cotton plug was placed.

On the third day of the culture rubber seals were placed to the
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Finalmente se adicioné 1 mL de esta suspensién de conidios
para obtener una concentracién final de 1X 10° conidios porg
de sustrato sélido inicial (con gssi™ 1, con la cantidad necesaria
de una solucién estéril de extracto de levadura (0.5 g L™ h para

obtener humedad inicial de 40 %.
Modificacién de la atmésfera

Se utilizaron dos mezclas gaseosas: atmésfera normal
(21 % O,) y una enriquecida con CO, (21 % O,y 5 % CO,).
La mezcla enriquecida se adquirié de la companfa Praxair-
Meéxico S. A. Todos los experimentos comenzaron con una fase
pre-estacionaria, donde a cada unidad experimental se colocé
un tapén de algoddén. Al tercer dia del cultivo se colocaron
tapones de goma a las botellas destinadas al tratamiento en-
riquecido con CO, y se colocaron dos agujas, una para facili-
tar la salida de los gases y la segunda conectada al tanque que

37! por

contenfa la mezcla enriquecida con flujo de 20 cm
1 min (Tlecuitl-Beristain e al., 2010). Los recambios gaseosos
se realizaron a intervalos de 12 o de 24 h para determinar si
existfa un efecto por la frecuencia del recambio. El cultivo se
incub6 8 d a 28%1 °C con un fotoperiodo 12:12 h, con tres
repeticiones en cada tiempo de muestreo. La atmésfera normal
se nombré AN, mientras que la mezcla enriquecida con CO,

se denominé 21-5.
Produccién de conidios y medicién de pH

Los conteos de conidios se hicieron tomando muestras de las
botellas serolégicas. Para ello, se adicionaron 20 mL de Tween 80
al 0.05 %, se agitaron 10 min y se contaron conidios en cdma-
ra de Neubauer. La suspensién de biomasa (conidios y micelio)
restante se verti6 en tubos Falcon de 50 mL para determinar los
valores de pH con un potenciémetro Conductronic™ pH 120.
La produccién de conidios se reporta por g de sustrato seco ini-

cial (gssi).
Determinacién de proteina extracelular

Se utilizé el método de Bradford (1976) con una curva
estdindar de seroalbimina bovina y se leyé la absorbancia a
595 nm en espectrofotémetro (Beckman™ DU-640). Para la
determinacién de proteina de las muestras se obtuvo un ex-
tracto adicionando 1 mL de la suspensién de biomasa a tubos
Eppendorf y se centrifugé 1 min a 8000 x g. Se colocaron
800 uL del sobrenadante en tubos de ensayo de 10 mL y se
adicionaron 200 uL de reactivo de Bradford (Sigma™). Los
tubos se agitaron en un vértex y transcurridos 5 min se ley6 la

absorbancia a 595 nm.
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bottles for the treatment enriched with CO, and two needles
were placed, one to facilitate the exit of the gases and the second
connected to the tank containing the mixture enriched with flow
of 20 cm® s7! for 1 min (Tlecuitl-Beristain et 4/, 2010). Gas
exchanges were made at intervals of either 12 or 24 h to determine
if there was an effect by the exchange frequency. The culture was
incubated 8 d at 28+1 °C with a 12:12 h photoperiod, with
three replicates at each sampling time. The normal atmosphere
was named NA, while the mixture enriched with CO, was called
21-5.

Conidia production and pH measurement

Conidia counts were performed by taking samples from
the serological bottles. To do this, 20 mL of Tween 80 at
0.05 % were added and stirred 10 min and conidia were counted
in a Neubauer chamber. The suspension of remaining biomass
(conidia and mycelium) was placed into 50 mL Falcon tubes to
determine the pH values with a potentiometer Conductronic™
pH 120. Conidia production is reported per g of initial dry

substrate (gssi).
Determination of extracell protein

Bradford’s (1976) method was used with a standard curve
of bovine serum albumin and absorbance was read at 595
nm in spectrophotometer (Beckman™ DU-640). For the
determination of protein from samples an extract was obtained
by adding 1 mL of the biomass suspension to Eppendorf tubes
and centrifuged during 1 min at 8000 X g. In 10 mL assay tubes
800 uL of the residues were placed and 200 uL of Bradford
reagent (Sigma™) were added. Tubes were shaken in a vortex

and after 5 min absorbance was read at 595 nm.
Determination of amylases activity

Because the main component of rice is starch, the total
amount of amylases was determined by quantification of
reducing sugars by the method of the dinitrosalicylic acid or
DNS (Miller ez al., 1960). A standard curve of glucose was done
that was subsequently treated as described for the samples.

To quantify the activity of amylases in the samples a soluble
starch solution at 1 % (w/v) was used as substrate dissolved in
phosphate buffer (0.1M, pH=6.1). The enzyme extracts were
obtained as previously described. In 10 mL tubes a general blank
(GB) was prepared with 0.9 mL of substrate and 0.1 mL of buffer
as well as tubes for sample blanks (SB) and samples analysis (SA)
adding 0.9 mL of substrate. Then all tubes were placed in a water

bath at 40 °C and after 1 min 0.1 mL of extract were added to
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Determinacién de actividad de amilasas

Debido a que el componente principal del arroz es el almi-
dén, se determinéd la cantidad de amilasas totales mediante la
cuantificacién de los aztcares reductores por el método del dcido
dinitrosalicilico o DNS (Miller et al., 1960). Se hizo una curva
estandar de glucosa que se traté como se describe posteriormente
para las muestras.

Para cuantificar la actividad de amilasas en las muestras se
utilizé una solucién de almidén soluble al 1 % (p/v) como sus-
trato, disuelto en amortiguador de fosfatos (0.1M, pH=6.1).
Los extractos enzimdticos se obtuvieron como se describe pre-
viamente. En tubos de 10 mL se preparé un blanco general
(BG) con 0.9 mL de sustrato y 0.1 mL de amortiguador, asi
como tubos para blancos de muestra (BM) y andlisis de mues-
tras (AM) adicionando 0.9 mL de sustrato. Luego se pusieron
todos los tubos en bafio de agua a 40 °C y después de 1 min
se agregé 0.1 mL de extracto a los tubos (AM), mientras que
en los tubos (BG) y (BM) se adicionaron 1.5 mL de reactivo
DNS. Los tubos se incubaron 30 min antes de agregar 1.5 mL
de reactivo DNS (sélo a los tubos AM) para detener la reac-
cién. En los tubos del BM se agregé 0.1 mL de extracto crudo
enzimdtico y todos los tubos se pusieron a ebullicién 5 min,
luego se colocaron en agua con hielo por 5 min, y se retiraron
hasta alcanzar la temperatura ambiente. Finalmente se ley6 la
absorbancia a 640 nm en un espectrofotémetro (Beckman™
DU-640). Una unidad internacional de amilasas se definié
como la cantidad de enzima que libera un gmol de glucosa

por min bajo las condiciones del ensayo.
Andlisis estadistico

El disefio experimental fue completamente al azar y la de-
terminacién de las variables se realizé cada 24 h. Con los datos
se realizé un andlisis de varianza utilizando la prueba de Tukey-
Kramer (p=<0.05), para lo cual se usé el programa estadistico

SPSS 13 para Windows.
REesuLTADOS Y DIsCusION
Perfiles de produccién de conidios y de pH

En la Figura 1 se observa que al aumentar la con-
centracién de CO, la produccién de conidios dismi-
nuy6 70 % al final del cultivo. La cantidad méxima
de conidios (1.14x10” con gssi~') se obtuvo con
el tratamiento AN, mientras que con el tratamien-
to 21-5 y recambio cada 24 h fue de 1.80%10® con
gssi_ |, siendo significativamente distintos (p=<0.05).

the tubes (SA), while in the tubes (GB) and (SB) 1.5 mL of DNS
reagent was added. The tubes were incubated 30 min before
adding 1.5 mL DNS reagent (only tubes SA) to stop the reaction.
In tubes SB 0.1 mL of crude enzyme extract was added and all
tubes were boiled for 5 min, after which they were placed in ice
water for 5 min, and were removed from the bath until reaching
room temperature. Finally absorbance was read at 640 nm in a
spectrophotometer (Beckman™ DU-640). An international unit
of amylases was defined as the amount of enzymes that releases a

umol of glucose per min under the essay conditions.
Statistical analysis

The experimental design was completely randomized and
the determination of variables was done every 24 h. With the
data a variance analysis was carried out using the Tukey-Kramer
test (p=<0.05), for which the statistical program SPSS 13 for

Windows was used.
REsULTS AND DiscussioN
Conidia production and pH profiles

Figure 1 shows that by increasing CO,
concentration production of conidia decreased
70 % at the end of the culture. Maximum conidia
production (1.14x10° con gssi_') was reached
with NA treatment, whereas with treatment 21-5
and exchange every 24 h was 1.80x10° con gssi ™',
being significantly different (p=<0.05). The effect
of CO, was observed from the first 24 h following
the initiation of atmospheric exchanges. Moreover,
the time of maximum production of conidia to
the atmosphere NA was at day 7, whereas for the
treatments with CO, was 24 h later (Figure 1).

The yields of conidia were similar to those
reported by Ye ez al. (2006), who used rice as a
substrate and a two-phase system for culture of B.
bassiana, obtaining a yield of 2X10° con gssi~ .
However, due to the fact that the active mycelium
obtained from LC was used as inoculum, the time of
peak production was on day 6 of culture. In the study
by Neves and Alves (2000), when the same substrate
was used to select different strains of B. bassiana, the
maximum yield was 2.7 X 10’ con gssi ™.

Dalla-Santa ez al. (2005) used sugarcane bagasse
and potato residues to produce conidia of B.
bassiana; however, the initial inoculum (10”7 con
gssi_ ') was an order of magnitude higher than that
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El efecto del CO, se observé desde las primeras 24 h
posteriores al inicio del recambio. Ademds, el tiempo
de mdxima produccién de conidios para la atmésfera
AN fue al dia 7, mientras que para los tratamientos
con CO, fue 24 h después (Figura 1).

Los rendimientos de conidios fueron similares a
los reportados por Ye ez al. (2006), quienes usaron
arroz como sustrato y un sistema bifdsico para cul-
tivo de B. bassiana, obteniendo un rendimiento de
2%10° con gssi ! Sin embargo, debido a que se usé
como indculo al micelio activo obtenido de CL, el
tiempo de produccién maxima fue en el dia 6 de cul-
tivo. En el estudio de Neves y Alves (2000), cuando
se usé el mismo sustrato para seleccionar diferentes
cepas de B. bassiana, el rendimiento méximo fue
2.7%10° con gssi ™.

Dalla-Santa ez a/l. (2005) usaron bagazo de cana
y residuos de papa para producir conidios de B.
bassiana; sin embargo, el inéculo inicial (107 con
gssi_ ') fue un orden de magnitud superior al del pre-
sente estudio, y después de 10 d de cultivo estos au-
tores reportan una produccién méxima de 1.1 X 10"
con gssi_ . El efecto que tiene el nivel de inéculo
sobre el rendimiento y productividad de conidios fue
descrito por Nufiez-Gaona ez a/. (2010).

Desgranges y Durand (1990) estudiaron el
efecto del incremento de CO, sobre dos especies
de Aspergillus y una de Trichoderma en CMS y en-
contraron que con un incremento de 4 % la pro-
duccién de conidios de Aspergillus disminuyé al
menos 50 %; en contraste, no hubo efecto sobre la
cepa de Trichoderma. Esto indica que la sensibili-
dad al CO, es muy distinta entre especies de hon-
gos filamentosos. Asimismo, a una concentracién
de CO, de 20 %, se observé inhibicién en la coni-
diacién en las tres especies de hongos utilizadas.
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Figura 1. Cinéticas de produccién de conidios de la cepa Bb
882.5 en cultivos con diferentes composiciones at-
mosféricas (O AN: atmésfera normal; [121-5, 12 h:
atmésfera con 21 % O, y 5 % CO, con recambio
cada 12 h; A 21-5, 24 h: atmésfera con 21 % O, y
5 % CO, con recambio cada 24 h). La flecha indica
el dia de inicio del recambio atmosférico.

Figure 1. Kinetics of conidia production of strain Bb 882.5 in
cultures with different atmospheric compositions (O
NA: normal atmosphere; (J 21-5, 12 h: atmosphere
with 21 % O2 and 5 % CO, with exchange every
12 h; A 21-5, 24 h: atmosphere with 21 % O, and
5 % CO, with exchange every 24 h). The arrow in-
dicates the first day of the atmospheric exchange.

of this study, and after 10 d of culture these authors
report a maximum yield of 1.1x10'" con gssi™".
The effect that the level of inoculum has on the yield
and productivity of conidia was described by Nufiez-
Gaona et al. (2010).

Desgranges and Durand (1990) studied the effect
of the CO, increase on two species of Aspergillus and
one of Trichoderma in SMC and found that with a
4 % increase the production of Aspergillus conidia
decreased at least 50 %; in contrast, there was no
effect on the Trichoderma strain. This indicates that
sensitivity to CO, is very different between species of
filamentous fungi. Also, at a CO, concentration of
20 %, inhibition was observed in the conidiation in
the three fungi species used.

With regard to the profiles of pH, variations were
observed in the three treatments during culture,
although on day 8 the values (pH=5.7) were not
significantly different (p>0.05) (Figure 2). In
general, to obtain conidia from B. bassiana the initial
values of pH between 6 and 7 have been standardized
(Dalla-Santa ez al., 2005; Rodriguez-Gémez et al.,
2009). In addition, pH values might decrease due to
a higher production of Kreb’s cycle intermediates, by
direct regulation of CO, on some enzymes of this
metabolic pathway (Cordon and Schwartz, 1962;
Mclntyre and McNeil, 1998).

Amylase activity profiles

The specific activity profiles of amylases show
that production of these enzymes was increased when
the amount of CO, raised, regardless the frequency
of exchange (Figure 3). Activity peaks were observed
on day 6 of culture for all treatments; although there
was an effect due to the periodicity of exchanges,
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Respecto a los perfiles de pH, se observaron va-
riaciones en los tres tratamientos durante el cultivo,
aunque en el dia 8 los valores (pH=5.7) no fueron
significativamente distintos (p>0.05) (Figura 2).
En general, para obtener conidios de B. bassiana se
han estandarizado los valores iniciales de pH entre
6 y 7 (Dalla-Santa ez al., 2005; Rodriguez-Gémez
et al., 2009). Ademis, los valores de pH podrian
disminuir debido a la produccién elevada de inter-
mediarios del ciclo de Krebs, por la regulacién di-
recta del CO, sobre algunas enzimas de esta ruta
metabdlica (Cordon y Schwartz, 1962; Mclntyre y
McNeil, 1998).

Perfiles de actividad de amilasas

Los perfiles de actividad especifica de amilasas
muestran que la produccién de estas enzimas se in-
crementd al aumentar la cantidad de CO,, sin im-
portar la frecuencia del recambio (Figura 3). Se ob-
servaron picos de actividad al dia 6 del cultivo para
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and that performing it every 12 h a higher specific
activity was achieved (6.54 Ul mg ™! protein), which
represents an increase 100 % (p=<0.05) compared
to the value obtained with treatment NA (3.21 Ul
mg~! protein).

Amylases yields increased steadily until the end
of culture, on large extent since the atmospheric
exchange initiated with CO, (Figure 4). The highest
yield (16.58 UI gssi ') was obtained with treatment
21-5 and exchanges every 12 h, being three times
higher than the value obtained with atmosphere
NA (5.41 UI gssi~'). These results contrast with
those reported for fungi of the genus Aspergillus in
which it was observed that the amylase production
was not modified by increasing up to 20 % the CO,
concentration (Desgranges and Durand, 1990).

The effect of CO, on growth, production of
secondary metabolites and production of enzymes
has been studied with different filamentous fungi
in both LC and SSC. In this sense, the presence
of CO, can alter the synthesis of enzymes and the

Figura 2. Cambios de pH en el medio durante el cultivo de
la cepa Bb 882.5 en diferentes composiciones at-
mosféricas (O AN: atmésfera normal; (121-5, 12 h:
atmésfera con 21 % O, y 5 % CO, con recambio
cada 12 h; A 21-5, 24 h: atmésfera con 21 % O, y
5 % CO, con recambio cada 24 h). La flecha indica
el dia de inicio del recambio atmosférico.

Figure 2. Changesof pH in the medium duringthe cultivation
of strain Bb 882.5 in different atmospheric
compositions (O NA: normal atmosphere; O] 21-5,
12 h: atmosphere with 21 % O, and 5 % CO, with
exchange every 12 h; A 21-5, 24 h: atmosphere
with 21 % O, and 5 % CO, with exchange every
24 h). The arrow indicates the initial day of the
atmospheric exchange.

Figura 3. Cinéticas de actividad especifica de amilasas de la
cepa Bb 885.2 en cultivos con diferentes compo-
siciones atmosféricas (O AN: atmésfera normal; [
21-5, 12 h: atmésfera con 21 % O, y 5 % CO, con
recambio cada 12 h; A 21-5, 24 h: atmésfera con
21 % O,y 5 % CO, con recambio cada 24 h). La fle-
cha indica el dia de inicio del recambio atmosférico.

Figure 3. Kinetics of amylases specific activity of the strain
Bb 882.5 in cultures with different atmospheric
compositions (O Na: normal atmosphere; (I 21-5,
12 h: atmosphere with 21 % O, and 5 % CO, with
exchange every 12 h; A 21-5, 24 h: atmosphere
with 21 % O, and 5 % CO, with exchange every
24 h). The arrow indicates the initial day of the
atmospheric exchange.
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todos los tratamientos; aunque si hubo un efecto
debido a la periodicidad de los recambios, ya que
al realizarlo cada 12 h se logré la mayor actividad
especifica (6.54 Ul mg™ ! proteina), lo cual repre-
senta un incremento del 100 % (p=<0.05) respecto
al valor obtenido con el tratamiento AN (3.21 Ul
mg ™! proteina).

Los rendimientos de amilasas aumentaron cons-
tantemente hasta el final del cultivo, en mayor me-
dida desde que inicié el recambio atmosférico con
CO, (Figura 4). El mayor rendimiento (16.58 Ul
gssi_ ') se obtuvo con el tratamiento 21-5 y recam-
bio cada 12 h, siendo tres veces mayor al valor ob-
tenido con la atmésfera AN (5.41 Ul gssi_l). Estos
resultados contrastan con lo reportado para hongos
del género Aspergillus donde se observd que la pro-
duccién de amilasas no se modificé al aumentar
hasta 20 % la concentracién de CO, (Desgranges y
Durand, 1990).

El efecto del CO, sobre el crecimiento, produc-
cién de metabolitos secundarios y produccién de
enzimas se ha estudiado con distintos hongos fi-
lamentosos en CL y CMS. En este sentido, la pre-
sencia de CO, puede alterar la sintesis de enzimas
y la actividad de las mismas (Desgranges y Durand,
1990; Mclntyre y McNeil, 1998). Respecto a amila-
sas, la actividad de az-amilasa disminuye al reducir la
concentracién de O, (Rahardjo ez al., 2005). Ade-
mids, la medicién de la actividad de dichas enzimas
se realiza con extractos libres de micelio obtenidos
por filtracién, lo cual sugiere que la actividad me-
dida corresponde a enzima extracelular (Goto ez al.,
1998; Mitidieri ez al., 2006; Salas-Herndndez ez al.,
2006). Sin embargo, se ha determinado la presencia
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S

Tiempo (d)
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activity of themselves (Desgranges and Durand,
1990; McIntyre and McNeil, 1998). With respect to
amylases, the activity of @-amylase decreases when
concentration of O, is reduced (Rahardjo ez al.,
2005). In addition, the measurement of the activity
of these enzymes was performed with free extracts
of mycelium obrtained by filtration, suggesting that
the activity measured corresponds to extracellular
enzyme (Goto et al., 1998; Mitidieri ez al., 2006;
Salas-Herndndez ez al., 2006). However, the presence
of intracellular amylases has been determined
in species of the genera Apergillus, Cryptococcus
and Saccharomycopsis (van der Kaaij er al., 2007).
For entomopathogenic fungi, the effect of CO,,
either accumulated by the metabolism or added
exogenously, on the enzymes required for degrading
substrates such as rice in our study is not known.
Regarding to entomopathogenic fungi, Lord (2009)
changed the atmosphere (16 % O, and 40 % CO,)
and this change was only applied during bioassays
with Tribolium castaneum (Herbst); as a result the
presence of CO, increased the mortality of insects
infected with B. bassiana.

CONCLUSIONS

The strain of Beauveria bassiana 882.5 was
sensitive to the increase in the CO, concentration
(5 %), regardless of the interval of atmospheric
exchange, as the production of conidia decreased
up to 85 %. This suggests that accumulation of
CO,, by metabolic activity during SSC should be
avoided, ensuring an adequate system of ventilation
to improve the production of conidia.

Figura 4. Cinéticas de rendimiento de actividad de amilasas
totales de la cepa Bb 882.5 en cultivos con diferen-
tes composiciones atmosféricas (O AN: atmdsfera
normal; [J21-5, 12 h: atmédsfera con 21 % O,y 5 %
CO, con recambio cada 12 h 5 A 21-5, 24 h: atmés-
fera con 21 % O,y 5 % CO, con recambio cada 24
h). La flecha indica el dia de inicio del recambio
atmosférico.

Figure 4. Kinetics of total amylase activity of the strain 882.5
Bb strain in cultures with different atmospheric
compositions (O NA: normal atmosphere; O 21-5,
12 h: atmosphere with 21 % O, and 5 % CO, with
exchange every 12 h, A 21-5, 24 h: atmosphere
with 21 % O, and 5 % CO, with exchange every
24 h). The arrow indicates the initial day of the
atmospheric exchange.
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de amilasas intracelulares en especies de los géneros
Aspergillus, Cryptococcus y Saccharomycopsis (van der
Kaaij et al., 2007). Para hongos entomopatdgenos,
no se conoce el efecto del CO,, acumulado por el
metabolismo o afadido de manera exdgena, sobre
las enzimas requeridas para degradar los sustratos,
como arroz en este estudio. Respecto a hongos ento-
mopatégenos, Lord (2009) modificé la atmésfera
(16 % O, y 40 % de CO,), y esta modificacién sélo
se aplic6 durante bioensayos con Tribolium castaneum
(Herbst); el resultado fue que la presencia de CO,
aumentd la mortalidad de los insectos infectados con
B. bassiana.

CONCLUSIONES

La cepa de Beauveria bassiana 882.5 fue sensible
al incremento en la concentracién de CO, (5 %), sin
importar el intervalo de recambio, ya que disminuyé
hasta 85 % la produccién de conidios. Esto sugiere
que debe evitarse la acumulacién del CO, por acti-
vidad metabdlica durante los CMS, asegurando un
sistema adecuado de ventilacién para mejorar la pro-
duccién de conidios.

El incremento de CO, debe considerarse en la
produccién de enzimas debido al efecto positivo en la
actividad especifica y en el rendimiento de las amilasas
totales, con énfasis en los recambios mds frecuentes.

Una contribucién del presente estudio fue mostrar
la respuesta diferencial de Beauveria bassiana a la acu-
mulacién de CO, en el rendimiento de conidios y de
amilasas, lo cual no se ha descrito hasta el momento.
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