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RESUMEN 
Los hongos micoparásitos son capaces de hidrolizar las paredes celulares de su hospedador mediante la secreción 
de enzimas hidrolíticas, como las proteasas. La metodología basada en el uso del sustrato azocaseína para cuanti-
ficar la actividad proteolítica es una de las más robustas y reproducibles. Sin embargo en la literatura se presentan 
múltiples modificaciones de acuerdo a su aplicabilidad y el tipo de microorganismo. Por lo tanto, el objetivo del 
presente trabajo fue establecer las condiciones de reacción óptimas, al emplear la enzima pura papaína para 
cuantificar la actividad proteolítica de sobrenadantes enzimáticos fúngicos de Trichoderma y Escovopsis. Se ensayó 
el efecto del tiempo, el pH y la temperatura de reacción sobre la actividad enzimática a distintas concentraciones 
de papaína. Para medir la actividad se utilizó el sustrato cromogénico azocaseína. Los sobrenadantes enzimáti-
cos se obtuvieron mediante fermentación liquida de dos micoparásitos fúngicos: Escovopsis HEP25 y Trichoderma 
POS7. De acuerdo a los parámetros evaluados, se observaron actividades proteolíticas significativas a 50 min de 
reacción, 37 °C y pH 7,4. La actividad se expresó en términos de unidades equivalentes a la actividad de una masa 
determinada de papaína (1 unidad = 1 mg de papaína). Para la cepa Trichoderma POS7 se obtuvo una actividad 
de 54.3 ± 2.8 U/L, y para la cepa Escovopsis HEP25 de 2 ± 0.5 U/L. Se determinó que la metodología ajusta-
da y el cálculo de actividad enzimática fueron apropiados para analizar las muestras de sobrenadantes crudos. 
Particularmente, para el género Escovopsis se reporta por primera vez la determinación de actividad proteolítica.  
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ABSTRACT     
Standardization of the azocasein quantitative method to determine the proteolytic activity in fungal su-
pernatants of Escovopsis and Trichoderma. Mycoparasitic fungi are capable of hydrolyzing the cell walls of their 
host by secreting hydrolytic enzymes, such as proteases. To quantify proteolytic activity, the methodology based on 
the use of the azocasein substrate is considered one of the most reliable methodologies. However, in the literature 
it has multiple modifications available according to its applicability and the type of microorganism. Therefore, this 
work was aimed to establish the optimal reaction conditions using the papain pure enzyme; in order to quantify the 
proteolytic activity of fungal enzyme supernatants from Trichoderma and Escovopsis. The effect of reaction time, pH, 
and temperature over enzymatic activity at different concentrations of papain was tested. The chromogenic substrate 
azocasein was used to measure the enzymatic activity. Enzyme supernatants were obtained by liquid fermentation 
of two fungal mycoparasites: Escovopsis HEP25 and Trichoderma POS7. According to the evaluated conditions, sig-
nificant proteolytic activities were observed at 50 min of reaction, 37 °C and pH 7.4.The activity was expressed in 
terms of units equivalent to the activity of a given mass of papain (1 unit = 1 mg of papain). For the Trichoderma 
strain (POS7) an activity of 54.3 ± 2.8 U/L was obtained, and for the Escovopsis strain (HEP25) of 2 ± 0.5 U / L. 
The adjusted methodology and the enzyme activity calculation were determined to be appropriate for analyzing 
the crude supernatant samples. Particularly, for the Escovopsis genus, the determination of quantitative proteolytic 
activity is reported for the first time.
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Introducción
El control biológico de plagas por medio de hongos, 
se fundamenta en relaciones antagónicas como resul-
tado final de diferentes mecanismos entre los cuales 
se encuentra el micoparasitismo, donde un hongo 
establece interacciones parasitarias con otros hongos 
[1, 2]. Los hongos generalistas, entre los cuales se 
encuentra el género Trichoderma, tienen un amplio 
rango de hospedadores y se utilizan para el control 
biológico directo de patógenos de plantas, tales como 
Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea, Sclerotinia 

sclerotiorum, Alternaria alternata, Fusarium spp., 
Pythium ultimum entre otros [3, 4]. Por otro lado, 
existen micoparásitos especializados, como los perte-
necientes al género Escovopsis [3]. En contraste con 
Trichoderma, son altamente selectivos y se pueden 
emplear para el control biológico indirecto de hormi-
gas cortadoras de hojas de la tribu Attini (Hymenopte-
ra, Insecta). El parasitismo de Escovopsis está basado 
en el ataque al hongo Leucoagaricus gongylophorus 
(Agaricales, Basidiomycota), que es cultivado por las 

1. Benítez Fernández CT, Rincón Romero 
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mechanisms of Thrichoderma strains. Int. 
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2. Karlsson M, Atanasova L, Jensen DF, 
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hormigas cortadoras como su principal fuente de ali-
mento [5, 6].

El micoparasitismo, se destaca por su complejidad 
y el número de eventos que involucra, hasta conse-
guir la digestión de la célula objetivo [7]. Asimismo, 
la viabilidad del hospedador, depende de la integridad 
de la pared celular, la cual está constituida principal-
mente por quitina, glucanos y proteínas [8, 9].  Esta 
funciona como una barrera ante presiones físico-quí-
micas ejercidas por el medio ambiente. Los hongos 
micoparásitos secretan enzimas líticas extracelulares, 
principalmente quitinasas, glucanasas y proteasas, las 
cuales son capaces de hidrolizar los componentes de 
las paredes celulares del hospedador [10–13]. Particu-
larmente, las proteasas juegan un papel importante, ya 
que las fibrillas de quitina y glucanos se encuentran 
integradas en una matriz proteica [9], la cual está in-
volucrada en la resistencia de la célula contra sustan-
cias extrañas. Además, intervienen en la absorción de 
moléculas, transmitiendo señales intracelulares de es-
tímulos externos y sintetizando y remodelando com-
ponentes de la pared celular [14–17]. Por tanto, los 
estudios sobre enzimas proteolíticas, son importantes 
para dilucidar los mecanismos de acción involucrados 
en el proceso micoparasítico, lo que conducirá a una 
mejor aplicación de estos hongos como agentes de 
control biológico.

En este contexto, son aplicadas diversas meto-
dologías para cuantificar la actividad proteolítica, 
y frecuentemente se emplean sustratos naturales 
como la caseína [18-25]. Sin embargo, cuando se 
utilizan proteínas naturales completas, estas consti-
tuyen colecciones de sustratos en los cuales no se 
rompe solo un tipo de enlace, por tanto pueden ge-
nerar datos engañosos. También, pueden contener 
grupos ionizables capaces de influir en la capacidad 
de la enzima para actuar sobre el sustrato, lo cual 
proporcionará más información sobre la susceptibi-
lidad del sustrato que sobre la capacidad de la en-
zima para actuar sobre el sustrato. Sin embargo, la 
aparición de derivados cromogénicos como la azo-
caseína, resultó conveniente ya que la detección de 
la actividad proteolítica depende de la liberación de 
péptidos solubles coloreados [26, 27]. La metodolo-
gía basada en el uso del sustrato proteico azocaseína 
(derivado cromogénico de la caseína), tiene como 
principio básico la reacción sustrato-proteasas y la 
precipitación del sustrato no hidrolizado mediante 
la adición de ácido tricloroacético (TCA), liberando 
en el sobrenadante péptidos coloreados de bajo peso  
molecular [26].

Este método se considera uno de los más robustos 
para estudiar la actividad proteolítica de las enzimas, 
debido a su estabilidad de color y que no requiere el 
uso de reactivos cromogénicos [28]. No obstante, pre-
senta múltiples modificaciones disponibles, en fun-
ción de su aplicabilidad y el tipo de microorganismo 
[29-33]. Por lo tanto, es preciso ajustar las condicio-
nes de reacción empleadas, para obtener resultados 
reproducibles y comparables.

Particularmente para el género Trichoderma se han 
reportado diversas condiciones de reacción para esta 
metodología [34-37], y con respecto al género Esco-
vopsis, no existen reportes sobre la cuantificación de 
su actividad proteolítica.

Debido a la naturaleza básica de las proteasas in-
volucradas en los procesos de micoparasitismo, se 
requiere una enzima de función análoga para ensayar 
las condiciones de reacción [38]. En este contexto, la 
papaína es una proteasa con un amplio rango de es-
pecificidad. Si bien es una enzima vegetal, hidroliza 
enlaces peptídicos que implican aminoácidos bási-
cos y es menos costosa que las enzimas microbianas 
[39, 40].

 Debido a lo expuesto, en el presente trabajo se 
ajustó las condiciones del método colorimétrico de 
azocaseína, para determinar la actividad proteolítica 
en sobrenadantes enzimáticos fúngicos de Trichoder-
ma y Escovopsis. Específicamente, para el género Es-
covopsis se reporta por primera vez la determinación 
de actividad proteolítica.

Materiales y métodos

Material biológico
Para los ensayos se emplearon dos aislamientos 
fúngicos de micoparásitos pertenecientes a dos gé-
neros distintos: Escovopsis (HEP25) y Trichoderma 
(POS7), conservados en el cepario del Instituto de 
Biotecnología Misiones Dra. Maria Ebe Reca de la 
Universidad Nacional de Misiones bajo los números 
de acceso LBM209 y LBM116, respectivamente.

Reactivos químicos
Para la determinación enzimática se utilizó el sustrato 
cromogénico azocaseína al 0.5% (p/v) (Sigma-Al-
drich, St. Louis, MO. USA), diluido en tampón Tris-
HCl (0.2 M; pH 7.4). Una vez preparado se conservó 
a –20 °C. Para cortar y revelar la reacción enzimática 
se utilizó TCA al 10 % (p/v) (Biopack, Bs. As. Argen-
tina) diluido en agua destilada. Se conservó en frasco 
color caramelo a 4 °C.

Preparación del sobrenadante enzimático
Los sobrenadantes enzimáticos se obtuvieron mediante 
fermentación líquida. Los aislamientos se reactivaron 
en placas de Petri conteniendo medio de cultivo agar 
dextrosa papa (PDA) 3.9 % (p/v). Se incubaron entre 
7 y 14 días a 28 °C y bajo luz continua. Se preparó 
una suspensión a una concentración de 1 × 107 esporas/
mL en una solución de agua destilada y Tween 80 al 
0.1% (v/v). De cada aislamiento se inocularon 10 mL 
de suspensión de esporas en 400 mL de medio de culti-
vo líquido, el cual contenía los componentes del medio 
Mandels como fuente de nitrógeno [42]. Como fuen-
te de carbono se empleó el micelio estéril de hongos 
fitopatógenos a una concentración de 10 % (v/v), para 
inducir la secreción de enzimas micolíticas por parte de 
los micoparásitos. Los hongos utilizados pertenecían 
a los géneros: Alternaria, Fusarium, Botrytis, Vertici-
llium, Macrophomina y Diplodia. Los ensayos se rea-
lizaron por duplicado y se incubaron durante ocho días 
a 28 °C, con agitación a 100 rpm. Durante los días de 
incubación, se extrajeron diariamente 15 mL de sobre-
nadante de cada ensayo para la determinación enzimá-
tica cuantitativa.

Preparación de las soluciones de papaína
Se preparó una solución madre de papaína (Biopack, 
Bs. As. Argentina) EC 3.4.22.2, con una concentración 
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4. Druzhinina IS, Seidl-Seiboth V, Herrera-
Estrella A, Horwitz BA, Kenerly CM, Monte 
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2011; 9(10):749.

5. Reynolds HT, Currie CR. Pathogenic-
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cologia. 2004;96(5):955. 
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2015;17:52-61. 
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1986;104:37-79.
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1964;56(1):1-19. 

11. Barnett H, Binder F. The fungal host-
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pathol. 1973;11(1):273-29. 

12. Jeffries P. Biology and ecology of myco-
parasitism. Can J Bot. 1995;73(S1):1284-
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T-22. Plant Dis. 84(4):377-93. 

14. Pladys D, Esquerré-Tugaye M. Activité 
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de 0.20 mg/mL en tampón Tris/HCl (0.2 M). A partir 
de la solución madre se prepararon seis diluciones, en 
tampón Tris/HCl (0.2 M; pH 7.4), hasta obtener con-
centraciones finales entre 0.01-0.18 mg/mL. Los en-
sayos se llevaron a cabo en presencia de una solución 
activadora de cisteína (0.005 M) y EDTA (0.002 M) 
(Biopack, Bs. As. Argentina), ya que en su estado na-
tivo la papaína muestra baja actividad. Todas las solu-
ciones se prepararon en fresco.

Determinación cuantitativa de la actividad 
enzimática
La actividad proteolítica se midió tomando como base 
la metodología propuesta por Charney y Tomarelli 
(1947), con modificaciones para cada ensayo, median-
te una estrategia de optimización de un factor a la vez 
[41]. Se adicionó 1 mL de azocaseína 0.5 % (p/v) y 1 
mL de cada dilución. Se incubó en baño termostático 
y la reacción se detuvo agregando 2 mL de TCA al 10  
% (p/v). El blanco de reacción se preparó adicionando 
1 mL de azocaseína, 1 mL de tampón Tris/HCl (0.2 
M) y 2 mL de TCA. Se centrifugó a 4000 × g duran-
te 10 min y la absorbancia del sobrenadante se midió 
en espectrofotómetro MAPADA (Shanghai Mapada 
Instruments Co., Ltd. China). Se realizó un barrido 
espectral para determinar la longitud de onda máxi-
ma, a la cual se registra el máximo de absorbancia. 
La actividad proteolítica fue expresada a través del 
aumento de absorbancia en distintas concentraciones 
de papaína para todos los ensayos.

Determinación del tiempo óptimo de reacción
Para determinar el tiempo óptimo de reacción, se rea-
lizaron los ensayos bajo las condiciones descritas an-
teriormente y se evaluó el tiempo de reacción en inter-
valos de 10 min durante 70 min, a partir de los 20 min.

Efecto del pH y la temperatura en la actividad 
enzimática
El efecto del pH sobre la actividad enzimática se de-
terminó con el empleo de los  tampones acetato pH 
5.0, fosfato pH 6.0 y Tris-HCl pH 7.4, 8.0, 9.0. Asi-
mismo, la temperatura óptima se determinó incuban-
do la reacción a 30, 37 y 50 °C. Los ensayos se de-
sarrollaron en las mismas condiciones experimentales 
descriptas anteriormente.

Análisis estadísticos
Para seleccionar las condiciones de reacción, los da-
tos obtenidos fueron analizados mediante el programa 
estadístico InfoStat versión 2018 (Grupo InfoStat, Ar-
gentina). Se realizó un análisis de varianza (ANOVA) 
y prueba de diferencia entre medias, mediante el test 
de Tukey, con un nivel de confianza de 95.0%. Los 
valores medios y de desviación estándar se obtuvieron 
a partir de dos réplicas.

Resultados y discusión
Las proteasas de cepas fúngicas han sido caracteriza-
das por su importancia tanto biológica como comercial 
[43]. Los hongos secretan proteasas extracelulares que 
participan en la degradación del micelio del huésped 
durante la infección patogénica de los mismos [44]. 
Por tanto, representan un factor importante para el con-
trol biológico de una variedad de microorganismos.  

21. Hajji M, Kanoun S, Nasri M, Gharsal-
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Process Biochem. 2011; 46(2):579-85.

23. Vijay Kalaskar V, Kasinatha N, Mal-
likarjuna Subrahmanyam V, Venkata Rao J. 
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production from Aspergillus niger by facto-
rial design. J Microbiol Biotechnol Food Sci. 
2014;4(2):132-6.
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Phytochem. 2016;8(3):172-202.

25. Deng J-J, Huang W-Q, Li Z-W, Lu 
D-L, Zhang Y, Luo X. Biocontrol activity 
of recombinant aspartic protease from 
Trichoderma harzianum against patho-
genic fungi. Enzyme Microb Technol. 
2018;112:35–42.
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teolytic activity of duodenal juice. J Biol 
Chem. 1947;171(2):501-5. 

27. Beynon RJ, Bond JS, editors. Proteo-
lytic enzymes: a practical approach. 2nd 
ed. Oxford, New York: Oxford University 
Press; 2001.

En consecuencia, el empleo de una metodología ade-
cuada es determinante para cuantificar la actividad 
proteolítica en forma óptima. 

En este trabajo, se diseñaron y desarrollaron ensa-
yos con la finalidad de establecer las condiciones de 
reacción, para cuantificar la actividad proteolítica de 
sobrenadantes enzimáticos fúngicos pertenecientes 
a los géneros Escovopsis y Trichoderma, tomando 
como base el método colorimétrico de azocaseína 
[26] empleando la enzima pura papaína.

Determinación de la longitud de onda y el 
tiempo de reacción
En primer lugar, para todas las concentraciones de pa-
paína ensayadas, mediante la curva de barrido espec-
tral se observaron los mayores valores de absorbancia 
a 340 nm, por tanto se seleccionó como longitud de 
onda estándar para los ensayos siguientes.

Con respecto al tiempo de reacción, se observó la 
mayor absorbancia a los 50 min de reacción (Figura 
1). El ANOVA mostró diferencias significativas en-
tre los diferentes tiempos de reacción (p < 0.05) y los 
valores R indicaron que más del 95 % de la variación 
se debió a las condiciones ensayadas. La actividad 
aumentó significativamente hasta 50 min para todas 
las concentraciones de papaína analizadas (Figura 
2). Con respecto al parámetro tiempo de reacción, en 
estudios con Trichoderma se han reportado tiempos 
muy variables, entre 20 y 70 min [25, 35, 37, 45, 46]. 
Por lo tanto se seleccionó 50 min como tiempo es-
tándar de reacción, donde la actividad fue máxima,  

Figura 1. Actividad proteolítica a diferentes tiempos de reacción (min), medida a través del 
aumento de absorbancia (Abs) en seis concentraciones de Papaína. Se tuvieron en cuenta 
los valores de absorbancia obtenidos en condiciones de reacción estándar (temperatura: 
37 °C y pH: 7.4).
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estadísticamente significativa y los valores de absor-
bancia abarcaron el rango de 0 a 1.

Efecto de la temperatura y el pH en la  
actividad enzimática
Con respecto a las temperaturas ensayadas, en el 
ANOVA se observaron diferencias significativas para 
todas las concentraciones de papaína ensayadas (p < 
0.05). Los valores R indicaron que más del 90 % de la 
variación fue resultado de las temperaturas ensayadas. 
La prueba de diferencia entre medias mostró un au-
mento significativo a 37 °C (Figura 3). Con respecto a 
la menor concentración, no se observaron diferencias 
significativas entre 30 y 37 °C y no se detectó activi-
dad enzimática a 50 °C. Por ello, se seleccionó 37 °C 
como la temperatura de reacción.

Los resultados obtenidos fueron concordantes a los 
informados en trabajos en los que se empleó Tricho-
derma spp. como biocontroladores de enfermedades 
fúngicas [46, 47]; asimismo existen trabajos donde se 
reportaron valores óptimos mayores entre 40 y 50 °C 
[20, 35, 44, 48].

Con respecto al pH de reacción, el ANOVA mostró 
diferencias significativas en las concentraciones de 
papaína ensayadas (p < 0.05). Los valores R indicaron 
que más del 90 % de la variación fue resultado del pH 
ensayado. Se observó una mayor actividad enzimática 
a pH 7.4 para todas las concentraciones de papaína 
ensayadas. La prueba de diferencia entre medias de-
mostró que esta diferencia con respecto a otros pH 
fue significativa, a excepción de la concentración más 
elevada (0.18 mg/mL), en la cual no se observaron di-
ferencias significativas en un rango de pH de 6.0 a 9.0 
(Figura 4).

Existen estudios en una variedad de organismos 
que establecieron un óptimo de actividad en estas con-
diciones, ya que en general las proteasas con pH óp-
timo neutro y alcalino se destacan por su importancia 
en la industria agrícola [49, 50]. Numerosos estudios 
con hongos filamentosos reportaron pH de reacción 
óptimos en un rango de 7.0 a 9.0 [21, 22, 51]. Particu-
larmente, en aislamientos de Trichoderma se observa-
ron actividades proteolíticas máximas en un rango de 
7.0 a 8.0 [20, 35, 44, 46].

Determinación de la actividad proteolítica en 
sobrenadantes fúngicos 
Se utilizó la enzima papaína pura para realizar una 
curva de calibración (Figura 5), en la cual se consi-
guió una relación lineal positiva entre la absorbancia a 
340 nm y la concentración de papaína, durante 50 min 
de reacción, a 37 °C y pH 7.4. De esta manera, se ob-
tuvo la ecuación para calcular la actividad enzimática 
de los sobrenadantes fúngicos de Trichoderma POS7 
y Escovopsis HEP25. 

En algunos estudios se definió una unidad de activi-
dad enzimática como la cantidad de enzima necesaria 
para aumentar un determinado número de unidades  
de absorbancia (de 0.01 a 1), en las condiciones de 
reacción [35, 53-56]. Sin embargo, cuando se expresó 
la actividad de este modo no se lograron resultados 
directamente comparables.

Por lo tanto, se expresó en términos de unidades 
equivalentes a la actividad de una masa determinada 

de papaína (1 unidad = 1 mg de papaína) según Kole 
et al. [52].  

Entonces la actividad enzimática se definió como: 
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Figura 2. Prueba de diferencia entre medias de la absorbancia a diferentes tiempos de 
reacción (20 a 70 min), para distintas concentraciones de enzima papaína pura. Test de 
Tukey, con un nivel del 95.0 % de confianza. Las medias con una letra común no son sig-
nificativamente diferentes (p > 0.05).

Figura 3. Actividad proteolítica bajo diferentes tem-
peraturas ensayadas (30, 37 y 50 °C), medida a través 
del aumento de absorbancia en tres concentraciones 
de Papaína (0.01, 0.08 y 0.18 mg/mL) y prueba de 
diferencia entre medias de la actividad proteolítica 
a diferentes temperaturas de reacción, para distintas 
concentraciones de enzima papaína pura. Test de Tukey, 
con un nivel del 95.0 % de confianza. Las medias con 
una letra común no son significativamente diferentes 
(p > 0.05). Se tuvieron en cuenta los valores de absor-
bancia obtenidos para el tiempo de reacción óptimo 
(50 min) y pH 7.4.
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Para la cepa de Trichoderma POS7, se obtuvo una 
actividad enzimática de 54.3 ± 2.8 U/L; y para la cepa 
de Escovopsis HEP25 se obtuvo una actividad de 2 ± 
0.5 U/L.

El aislamiento de Trichoderma POS7 presentó una 
mayor actividad enzimática, a diferencia de lo obser-
vado en el aislamiento de Escovopsis HEP25, en la 
cual se detectó baja actividad. Esta diferencia puede 
ser consecuencia de la especialización por parte de Es-
covopsis, ya que en este trabajo se emplearon micelios 
de fitopatógenos y no se incluyó al hongo L. gongylo-
phorus en el medio de cultivo.

En su investigación, Inglis y Kawchuk [57], com-
pararon la degradación de paredes celulares por parte 
de distintos micoparásitos y no observaron una de-
gradación significativa de paredes de fitopatógenos 
por parte de aislamientos de Escovopsis. Por otra 
parte, de Man et al. [58], detectaron que algunos gru-
pos de genes estaban regulados positivamente cuan-
do crecían con L. gongylophorus. Esto indica que 
durante el micoparasitismo, Escovopsis activa me-
canismos característicos, estructurales, fisiológicos 
y enzimáticos, que fueron evolucionando en función 
de su huésped específico [58]. Cabe destacar que este 
es el primer reporte de cuantificación de la actividad 
proteolítica para una cepa perteneciente al género Es-
covopsis.

Conclusiones
Este trabajo permitió ajustar la metodología para de-
terminar la actividad proteolítica en sobrenadantes 
enzimáticos fúngicos. Se utilizó azocaseína como 
sustrato y se establecieron los parámetros de trabajo 
óptimos utilizando papaína: temperatura de 37 °C, pH 
7.4 y un tiempo de reacción de 50 min.

Bajo la metodología descrita, se lograron resulta-
dos reproducibles en todas las réplicas de sobrenadan-
tes enzimáticos pertenecientes a los géneros fúngicos 
Trichoderma y Escovopsis, obteniéndose actividades 
proteolíticas de 54.3 ± 2.8 U/L, y 2 ± 0.5 U/L respec-
tivamente. Por tanto, se pudo cuantificar su capacidad 
para hidrolizar sustratos proteicos, lo cual permitirá el 
empleo de esta metodología en futuros ensayos para 
definir su potencial aplicación en el control biológico 
de plagas.
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