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México D.F. a 10 de febrero del 2021
ASUNTO: CAMBIO TiTULO Y OBJETIVOS
LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA, EDIFICIO N, UAM XOCHIMILCO

Mtra. Maria Elena Contreras Garfias

Directora de la divisién de Ciencias Bioldgicas y de la Salud.
Universidad Autonoma Metropolitana-Xochimilco
PRESENTE

Por medio de la presente me permito comentarle algunos cambios en el servicio social del
estudiante Angel Manuel Flores Jiménez con matricula 2123056308, de la carrera de QF.B.,
quien se vio precisado a modificar el nombre del titulo y de algunos objetivos de su proyecto
de servicio social (CSS/DCBS/I-193/2019, oficio de la Coordinacion de Sistemas Escolares
UAM-X con fecha del 16 de julio de 2019). Lo anterior obedeci6 a la situacion actual en la que
estamos y que es ajena a nuestro control. Derivado de esto, se tomé la decision de cambiar la
parte experimental por revision bibliografica, con la finalidad de no poner en riesgo la salud de
nuestro estudiante. Dichos cambios quedaron de la siguiente manera:

1. Cambio de nombre del proyecto: “Determinacién de oligoquitosanos obtenidos
enzimaticamente, por cromatografia en capa fina y HPLC” se cambié a “Revision
bibliografica de la determinacion de oligoquitosanos obtenidos enzimaticamente, por
cromatografia en capa finay HPLC”

2. Cambio de nombre del objetivo general: “Determinar el tipo de oligoquitosanos obtenidos
enzimaticamente, mediante cromatografia en capa fina y por HPLC”, se cambi6 a “Realizar
una revision bibliografica sobre la determinacion del tipo de oligoquitosanos obtenidos

enzimaticamente, mediante cromatografia en capa fina y por HPLC”.
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3.- Cambio del primer objetivo: “Llevar a cabo un cultivo sélido a partir de varias cepas de
hongos entomopatdgenos: B. bassiana, M. anisopliae, Isaria fumorosoae, L. lecanii y
Trichoderma harzianum *“, se cambio a “Describir las condiciones de cultivo sélido para la
produccion de oligoquitosanos, a partir de los hongos entomopatdégenos B. bassiana,

M. anisopliae, Isaria fumorosoae, L. lecaniiy Trichoderma harzianum’.

4. Cambio del segundo objetivo: “Obtener oligoquitosanos a partir de la actividad quitinolitica
y quitin desacetilasa”’, se cambié a ‘“ldentificar con base en la literatura a los

oligoquitosanos obtenidos a partir de la actividad quitinolitica y quitin desacetilasa”.

5. Cambio del tercer objetivo: Establecer las condiciones de operacion para el analisis de
oligoquitosanos por cromatografia de capa fina”, se cambié a “Realizar una investigacion
bibliografica sobre las condiciones de operacion para el analisis de oligoquitosanos por
cromatografia de capa fina”.

6. Asesora interna DSB UAM -X (sin cambios) Dra. Luz Maria Zenit Tovar Castro, nimero
economico 32252.

7. Asesor externo Departamento de Biotecnologia UAM-I (sin cambios) Dr. José Antonio

Martinez Ruiz, nimero econdmico 30046.

Asi mismo, anexo numero de oficio de la Coordinacion de Sistemas Escolares UAM-X, con
fecha del 16 de julio de 2019; CSS/DCBS/I-193/2019.
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Sirva la presente para los fines que asi convengan al interesado

ATENTAMENTE

Dra. Luz Maria Zenit Tovar Castro
Profesor Visitante Tiempo Completo
No. Econémico 32252
UAM-Xochimilco

c.c.p. C.D.E. Patricia Enzaldo de la Cruz

Dr. José Antonio Martinez Ruiz
Profesor Asociado D Tiempo completo
No. Econémico 30046
UAM-Iztapalapa

Coordinadora Divisional del Servicio Social del CBS

c.c.p. Q.B.P. Angélica Maria Hernandez Fernandez

Datos contacto:
Celular: 5556407296

ltovar@correo.xoc.uam.mx
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UNIVERSIDAL AUTONOMA METROPOLITANS SOLIGITUD DE TERMING

DE SERVICIO SOCIAL

Mtra. Maria Elena Contreras Garfias

Directora de la Division de Ciencias Biologicas y de la Salud
PRESENTE

Por este medio le informo del término del Servicio Social, cuyos datos son los siguientes :

Dia Mes AfRo Dia Mes Afo
Fecha de Recepcién | | Fecha de Aprobacion | |

Datos del Alumno

Nombre : Angel Manuel Flores Jiménez

Matricula : 2123056308 Licenciatura : Quimica Farmaceéutica Biolégica [~]

Domicilio : Rosario Castellanos 187-B. Col. CIM X Culhuacan. Alcaldia Coyoacan. C.P.
"~ 04909, CDMX

Teléfono : 7474741677 Celular: 7471630376

Correo Electrénico : man.fg11@gmail.com CURP : FOJA391211HGHRLMNO5

Datos del Proyecto
"Revision bibliografica de la determinacion de oligoquitosanos obtenidos enzimaticamente, por

Nombre del Proyecto : cromatografia en capa fina y HPLC" (inicialmente titulado: Determinacién de oligoquitosanos
obtenidos enzimaticamente, por cromatografia en capa fina y HPLC")

Lugar donde se realiz6 el Servicio Social : Rgysion bibliografica llevada a cabo a distancia

Dependencia:  Universidad Autonoma Metropolitana unidad Xochimilco

Entidad Federativa : Distrito Federal

Municipio : Coyoacan Localidad : Coyoacan
Dia Mes Afo Dia Mes Ao
Fecha de Inicio 4 | 7 | 2019 Fecha de Término 4 | 1 | 2020
PARA SER LLENADO POR LOS ASESORES
Sector: 1-- Educativo |Z| Tipo: 2.- Interno |ZI
Orientacion: 6.- Educacion y Comunicacién |Z|
. J
4 / [ | \
/) FIRMAS !
4//; ” L
Dra. Luz Maria Zenit“Tovar Castro No. ec. 32252 Dr. José Antonioff\/lartl’nez Ruiz No. ec. 30046
Asesor Interno Asesor Externo

Nombre, firma y No. Econémico Nombre, firma y No. Econémico

- 4. Selipy
Angel Flores Jiménez M en C. Feli oza Pérez

Alumno

Vo. Bo. de la Comision
Nombre, firma Nombre y firma de la persona que autoriza
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México, CDMX, a 12 de junio del 2021

Dr. JUAN ESTEBAN BARRANCO FLORIDO
Jefe del Departamento de Sistemas Biologicos
Presente.

Por medio de la presente nos permitimos comunicarle que el alumno Angel Manuel Flores
Jiménez, con matricula 2123056308, de la Licenciatura en Quimica Farmacéutica Biologica,
de la Universidad Autonoma Metropolitana unidad Xochimilco, concluy6 el Servicio Social
“‘Revision bibliografica de la determinacion de oligoquitosanos obtenidos
enzimaticamente, por cromatografia en capa fina y HPLC”, inicialmente registrado
como: “Determinacion de oligoquitosanos obtenidos enzimaticamente, por cromatografia
en capa finay HPLC”. Lo anterior obedeci6 a la situacion actual en la que estamos y que
es ajena a nuestro control. Derivado de esto, se tomé la decisién de cambiar la parte
experimental por revision bibliogréfica, con la finalidad de no poner en riesgo la salud de
nuestro estudiante. El Servicio Social se realizd del 4 de julio del 2019 al 4 de enero del
2020, bajo nuestra asesoria, cubriendo un total de 480 horas.

Sin mas por el momento, aprovechamos la ocasién para enviarle un cordial saludo.

Atentamente
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Dra. Luz Maria Zenit Tovar Castro Dr. José Antonio Martinez Ruiz

c.c.p. Mtra. Maria Elena Contreras Garfias

Directora de la Division de CDB.

UNIDAD XOCHIMILCO

Calz. Del Hueso 1100 Col. Villa Quietud Deleg. Coyoacan CP 04960 México CDMX, Tel. 5483-7000 ext. 3445.
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DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

LICENCIATURA EN QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGICA

INFORME DE ACTIVIDADES DEL SERVICO SOCIAL

“REVISION BIBLIOGRAFICA DE LA DETERMINACION DE
OLIGOQUITOSANOS OBTENIDOS ENZIMATICAMENTE, POR
CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA Y HPLC”

Correspondiente al proyecto genérico:

Obtencién de materias primas, principios activos, medicamentos y productos bioldgicos

PRESENTA
Angel Manuel Flores Jiménez
Matricula
2123056308
ASESORES:
Dra. Luz Maria Zenit Tovar Castro Dr. José Antonio Martinez Ruiz
No. Econémico: 32252 No. Econémico: 30046

Lugar de realizaciéon: Laboratorio de Biotecnologia, Departamento de Sistemas
Biolégicos, Universidad Autbnoma Metropolitana Unidad Xochimilco, con direccion:
Calzada del Hueso 1100. Col. Villa Quietud, Delegaciéon Coyoacan, C.P 04960, Cd.
De México, México.

Periodo: 4 de julio del 2019 al 4 de enero del 2020

Ciudad de México a 12 de junio de 2021

&
)
By

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA =



Contenido

1.
2.

o 0k~ w

INTRODUGCCION....oo ettt et et sesssss s sss sttt 1
MARCO TEORICO......ccrvvvveeemmmmmerreeeesessssseesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnssssssssees 2
2.1.  BIOINSECTICIDAS ...ttt ettt ettt benenas 2
2.2.  HONGOS ENTOMOPATOGENOS ........ccoovereeiereeieeeeessseesseesssessssessssessssssssssssssssesenns 2
2.1.1.  Mecanismo de accién de los hongos entomopatdgenos ..........ccceeeveereeenene. 3
2.3. DESCRIPCION DE ESPECIES DE HONGOS ENTOMOPATOGENOS................. 5
2.3.1.  BEAUVEIA DASSINA. ..........cccuvueeiriiiisiiiieisetste et 5
2.3.2. Metarhizium @niSOPIIAE.............cccoeureveiieirieieisesese et 5
2.3.3.  13ArIa fUMOSOIOSEUS ........coueeeeeiiiiieiiieiteeetset ettt 6
2.3.4.  LecaniCillium I8CANII.............ccouriiirienieieieeeeteese ettt 7
2.3.5.  Trichoderma harZi@nuUmi...............ccccoeoeoimieinininineseeeeee e 8
2.4, QUITINAY QUITOSANOD ..ottt st sesese st sesesesesesesenas 8
240, QUITING oot 8
2.5, OLIGOQUITOSANOS.......cooiriririririeieteieie ettt ettt tenesesenenas 11
2.6.  TECNICAS CROMATOGRAFICAS..........ccoommrrreinnnreeessssnesssesssesesssssssssssssssssseseees 15
2.6.1.  Clasificacion de los métodos cromatogréaficos (Corzo, 2019) ......ccceevvevennenee 15
2.6.1.1.  Andlisis quimico con métodos cromatograficos (Corzo, 2019).................... 16
2.6.2. Cromatografia de capa fina (CCF).......cccoeieiiiiireeeeeeeeee e 17
2.6.3. Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC).......c..cccoeoniiicnincnnne 17
OBUETIVO GENERAL. ..ottt nenenas 18
OBUJETIVOS ESPECIFICOS ..o eeesessvessss s sessssssesaes s 18
MATERIALES Y METODOS ...couvierieeineeeisseeesssessssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 18
RESULTADOS Y DISCUSION......ccovecurrreeimeereessssssssssssssssesssssssssesssssssssssssssssssesssssons 20
6.1. CONDICIONES DE CULTIVO DE FERMENTACION SOLIDA ......cccooovvvveermnnnnne 20
6.2. IDENTIFICACIO[\I DE OLIGOQUITOSANOS OBTENIDOS A PARTIR DE LA
ACTIVIDAD QUITINOLITICAY QUITIN DESACETILASA. ...t 25
6.2.1.  Identificacion de oligoquitosanos por CCF ... 25
6.2.2. Identificacidon de oligoquitosanos por HPLC............ccccciieniineinecereee 26
6.3. CONDICIONES DE OPERACION PARA EL ANALISIS DE OLIGOQUITOSANOS
28

6.3.1.  Condiciones de operacion en CCF para el analisis de oligoquitosanos........ 28



6.3.2.  Condiciones de operacion en HPLC para el analisis de oligoquitosanos ..... 29

7. CONCLUSIONES. ..ottt ettt 30
8. OBJETIVOS Y METAS ALCANZADAS ...ttt 31
9. REFERENCIAS ..ottt 31

10, RESUMEN ..ottt 39



1. INTRODUCCION

La biotecnologia ha permitido el desarrollo de productos mejorados, elaborados con
sistemas que involucran el empleo de organismos vivos 0 sus productos bajo
procesos que permiten su comercializacién, todo esto utilizando principios de
ingenieria e investigacién cientifica (Tamez, 2001).

Existen muchas areas de aplicacién de la biotecnologia, y una de ellas es el area
agricola, en la cual, una de las maneras actuales de resolver problemas con plagas
es mediante el control biolégico, que consiste en el uso de enemigos naturales y
microorganismos para el control de sus poblaciones incluyendo competencia,
prefacion, parasitismo y patogenicidad (Cantu, 2017).

Los hongos entomopatégenos (HE) tienen una gran importancia dentro del control
bioldgico de plagas y son responsables de causar enfermedades y la muerte de los
insectos (Mustafa y Kaur, 2009).

Estos microorganismos se han cultivado a travées de fermentacion sdlida,
obteniéndose conidios y algunos otros metabolitos secundarios que mantienen su
patogenicidad y virulencia y han mostrado su actividad insecticida, insectistatica y
fungicida (de Faria y Wraight, 2007).

Dichos microorganismos pueden utilizar como via de control la degradacion de la
cuticula del exoesqueleto de los insectos, dando como producto secundario
oligoquitosanos (Monzén, 2001). El quitosano es el derivado desacetilado de la
quitina; es un copolimero lineal de unidades ((1-4)—2—amino—2—desoxi—D—glucosa
y B—(1-4)-2— acetamida—2—desoxi—-D—glucosa (Peniche, 2006). Existe una gran
cantidad de métodos reportados para estimar a los oligoquitosanos como pueden
ser: titulacion potenciométrica, espectrofotometria UV-Vis, resonancia magnética
nuclear (RMN), espectroscopia de infrarrojo (FTIR), espectroscopia, cromatografia
en capa finay HPLC (Jiang, 2003).

En la presente investigacion se llevd a cabo una revisién bibliografica sobre la
determinacién de oligoquitosanos producidos por hongos entomopatégenos,
empleando técnicas analiticas como la Cromatografia en capa finay HPLC.



2. MARCO TEORICO

2.1. BIOINSECTICIDAS

El control biolégico aplicado puede llevarse a cabo mediante métodos diversos, que,
de forma esquematica, pueden ser divididos en dos grupos. Por un lado, existen los
métodos de control macrobiolégico, basados en la utilizacion de entoméfagos que
pueden ser parasitoides, o de predadores. Los otros métodos son los
microbioldgicos, consistentes en la utilizacion de  microorganismos
entomopatdégenos que se desarrollan sobre el insecto plaga y le originan la
expresion de una enfermedad que puede eventualmente provocar su muerte
(Padilla, 2017).

Actualmente se esta buscando la manera de desarrollar otras medidas de control
de plagas que permitan el desarrollo de una agricultura sostenible y la conservacién
del medio ambiente. Una de las alternativas mas prometedora y realista es el
desarrollo de bioinsecticidas basados en los microorganismos (bacterias y hongos)
y virus entomopatdgenos (Padilla, 2017).

El término bioinsecticida, también llamado biopesticida o bioplaguicida, se utiliza
para designar a muchos agentes del control de plagas como: microorganismos,
nematodos entoméfagos, pesticidas de origen vegetal, metabolitos secundarios de
microorganismos, feromonas de insectos que se utilizan para interrumpir el
apareamiento o para combinarlas con productos insecticidas (Padilla, 2017).

Los bioinsecticidas a base de HE (B. bassiana, M. anisopliaey I. fumosoroseus) han
demostrado efectividad para el control de diversas plagas que atacan diversos
cultivos (Tamez, 2001).

Los HE tienen un gran potencial como agentes controladores, constituyendo un
grupo con mas de 750 especies, diseminados en el medio ambiente y provocando
infecciones fungosas a poblaciones de artrépodo (Motta, 2011).

2.2, HONGOS ENTOMOPATOGENOS
Los hongos entomopatégenos son un amplio grupo de microorganismos que
proveen multiples servicios a los sistemas agroecoldgicos. Entre esos esta la
capacidad de regular las plagas para mantenerlas en niveles adecuados (Motta,
2011).
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Segun Pucheta Diaz et al. (2006), los HE tienen un gran potencial como agentes
controladores, constituyendo un grupo con mas de 750 especies, diseminados en
el medio ambiente y provocando infecciones fungosas a poblaciones de artrépodos;
para Lépez & Hans (2001), entre los géneros mas importantes estan: Metarhizium,
Beauveria, Aschersonia, Entomophthora, Zoophthora, Erynia, Eryniopsis,
Akanthomyces, Fusarium, Hirsutella, Hymenostilbe, Paecelomyces 'y Lecanicillium.

2.1.1. Mecanismo de accion de los hongos entomopatdégenos

El potencial que tienen los HE como agentes de control, al constituir un grupo con
mas de 750 especies de casi 100 géneros que pueden infectar insectos, ha sido
reconocido. La mayoria de estos hongos pertenecen a las divisiones Zigomicota,
Deuteromicota y Ascomicota y se encuentran comunmente en la naturaleza
(Pucheta, 2006).

2111, Relacion patégeno-hospedero

Los HE son de gran importancia dentro de los agroecosistemas por su capacidad
natural para regular las poblaciones de insectos, la cual depende de la
susceptibilidad del hospedero o de la asociacion patégeno-hospedero.

El insecto hospedero tiene una seleccion natural de estos microorganismos en
términos de especializacién con respecto al hospedero (Maurer et al., 1997; St.
Leger et al, 1997). Para que la manifestacion epizodtica de los hongos
entomopatdgenos tenga lugar, los factores bidticos y abiodticos tienen una enorme
influencia.

Los HE, a diferencia de otros agentes entomopatdgenos, no necesitan ser ingeridos
por el insecto para controlarlo, pudiendo ocurrir la infeccién por contacto y adhesion
de las esporas a las partes bucales (Carruthers y Hural, 1990).

2.2.1.2. Caracteristicas de la pared de los hongos entomopatogenos

La pared celular de los hongos esta constituida por polisacaridos (80%), proteinas
(3-20%), lipidos, pigmentos y sales inorganicas en cantidades menores. La quitina
forma microfibrillas y es el polisacarido caracteristico de la pared celular en hongos,
pero también existe en los insectos. Este polimero es un polisacarido no ramificado,
constituido de N-acetil-D-glucosamina (GlcNAc), donde los mondmeros estan
unidos por enlaces b-1,4 y existen tres tipos de quitina: o, B Yy y (Pucheta, 2006).



En la pared celular ocurren cambios durante las diferentes etapas de desarrollo de
los hongos, cambios que ocurren mediante el ensamblaje de los componentes
celulares como polisacaridos microfibrilares, la asociacion de polisacaridos de
reforzamiento y de complejos de proteinas (glicoproteinas) (Pucheta, 2006).

2.2.1.3. Mecanismo patogénico

Los hongos entomopatégenos inician su proceso infectivo en los insectos
hospederos cuando las esporas viables son retenidas por contacto en la superficie
y formar los tubulos germinales y a veces el apresorio, que facilitaran la invasién del
hongo (Milner, 2000).

Se ha sugerido que iones divalentes como el Ca*? y el Mg*? reducen las fuerzas de
repulsion electrostatica de la superficie de la del insecto, por lo que pueden afectar
su hidrofobicidad y promover la adhesién pared celular fungica-cuticula, creando
condiciones favorables para el establecimiento de la espora y la subsecuente
invasion del hospedero (Barnes y Moore, 1997).

2.2.1.4. Toxinas de hongos entomopatogenos

Varias especies de HE son capaces de producir &cidos organicos y algunos de ellos
han sido implicados en el proceso infectivo. Por ejemplo, se ha reportado la
produccién de acido oxalico por Beauveria spp., Lecanicillium lecanii, Paecilomyces
fumosoroseus y Metarhizium anisopliae (Asaff et al., 2006).

También se han reportado toxinas peptidicas ciclicas y lineales. A las primeras
pertenece una familia de péptidos conocidos como depsipéptidos. Otros
depsipéptidos son las eniatinas aisladas de Fusarium, que son tdxicas contra larvas
de Choristoneura fumiferana. Otro metabolito aislado de B. bassiana y
L. lecanii, conocido como basiandlido, mostrd una fuerte accién insecticida tanto por
ingestibn como por inyeccion contra larvas de gusanos de seda Bombix mori
(Pucheta, 2006).



2.3. DESCRIPCION DE ESPECIES DE HONGOS
ENTOMOPATOGENOS

2.3.1. Beauveria bassiana
B. bassiana es un patdgeno natural de insectos. Sus esporas reconocen la cubierta
del insecto plaga penetrando en su interior, dentro del cual liberan sustancias que
lo digieren y lo destruyen. Si las condiciones ambientales son adecuadas, el hongo
produce nuevas esporas en el exterior del insecto muerto (Alves, 1998).

Modo de accion

B. bassiana es un hongo imperfecto de la clase Deuteromycetes, capaz de infectar
a mas de 200 especies de insectos. Es de apariencia polvosa, de color blanco
algodonoso o amarillento cremoso. El ciclo de vida de este hongo consta de dos
fases: la patogénica y la saprofitica. El desarrollo del hongo se puede dividir hasta
en ocho etapas, mismas que se describen a continuacion:

a) Adhesién. El primer contacto entre el hongo entomopatdgeno y el insecto
sucede cuando la espora (conidio) es depositada en la superficie del
insecto.

b) Germinacién. El conidio inicia el desarrollo de su tubo germinativo y un
organo sujetador (llamado apresorio), que le permite fijarse a la superficie del
insecto. Para una germinacién adecuada se requiere una humedad relativa
del 92 % y temperatura de entre 23 a 25 °C.

c) Penetraciéon. Después de la fijacibn mediante mecanismos fisicos (accion de
presion sobre la superficie de contacto) y quimicos (accion de enzimas:
proteasas, lipasas y quitinasas), el hongo ingresa en el insecto a través de
las partes blandas.

d) Produccion de toxinas. Produce la toxina llamada Beauvericina que ayuda a
romper el sistema inmunoldgico del patégeno, lo que facilita la invasion del
hongo a todos los tejidos.

e) Muerte del insecto. Muerte del patégeno y marca fin de la fase parasitica,
dando asi inicio a la fase saprofitica (INTAGRI, 2021).

2.3.2. Metarhizium anisopliae
El hongo M. anisopliae (Metschnikoff) Sorokin es uno de los principales
entomopatégenos empleados como bioinsecticida. Este hongo tiene, un amplio



intervalo de insectos hospederos de diferentes 6rdenes, entre los que se incluyen
plagas de lepidopteros de importancia agricola (Faria y Wraight 2007).

El ciclo biolégico de este HE comprende una fase infectiva celular en el interior del
insecto y otra saprofita cuando el hongo completa su ciclo al aprovechar los
nutrientes del cadaver del insecto (Khachatourians y Qazi 2008). Los insectos
muertos por este hongo son inicialmente cubiertos de forma total por micelio de
color blanco, el cual se torna verde cuando el hongo esporula (Wraight et al. 2007).
En cuanto a los mecanismos de accion de los HE presentan una ventaja sobre las
bacterias y los virus debido a que éstos deben ser ingeridos por el insecto para
actuar. En el caso de los HE pueden ingresar por contacto a través de un proceso
de infeccidén en la cuticula del insecto (Jiménez, 2015).

La evidencia del ataque de M. anisopliae sobre insectos, en condiciones naturales,
ha sido descrita como "muscardina verde" en mas de 200 especies de insectos,
exhibiendo diferentes grados de especificidad, la cual esta influenciada por las
caracteristicas del patdogeno y de la cuticula del hospedante. Durante la
patogénesis, M. anisopliae tiene la capacidad de sintetizar enzimas extracelulares
que pueden degradar polimeros de la cuticula (proteinas, lipidos y quitina)
(Horaczeck, 2004).

M. anisopliae se caracteriza por ser meséfilo, con una temperatura éptima para
germinacién y crecimiento de 25 a 30 °C, una maxima de 32 a 35 °C y una minima
de 10 a 12°C (Jiménez, 2015).

2.3.3. Isaria fumosoroseus
El hongo I. fumosoroseus, (Deuteromicotina: Hyphomycetes) es potencialmente util
para el biocontrol de plagas de importancia econémica en la agricultura, tal como la
mosca blanca (B. tabaci). Por otra parte P. fumosoroseus es una especie
ampliamente distribuida geograficamente que puede infectar diferentes érdenes de
insectos en todas las etapas de su desarrollo.

I. fumosoroseus se identifica por la formacién de hifas hialinas, amarillentas,
septadas y la mayoria de las paredes suaves. Las estructuras conidiégenas en su
mayoria consisten en ramales de conidioforos verticales o irregulares, (sinetosas o
mononematosas) presentando en la parte terminal cada una de las ramas acumulos
de células de conidiégenas (Cupul, 2009).
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Las fialides constan de una porcién basal cilindrica o hinchada, adelgazandose
abruptamente a menudo para formar un cuello muy notorio. Los conidiéforos llevan
cadenas de conidias; éstas son hialinas, unicelulares y de forma ovoide (Bustillo,
2001).

Este género tiene dos subdivisiones Paecilomyces e Isarioidea. La primera division
se caracteriza por no ser entomopatdgenos y telomérficos, mientras que la divisién
Isarioidea se caracterizada por ser entomopatégenos y teldmérficos. Dentro de la
division Isarioidea existen cinco especies con potencial biocontrolador de plagas,
estas son: P. fumosoroseus, P. lilacinus, P. farinosus, P. amoenoroseus y P.
javanicus (Humber, 1998).

2.3.4. Lecanicillium lecanii
L. lecaniies un hongo ampliamente distribuido y en regiones de clima tropical puede
causar epizootias de gran magnitud. Esta especie presenta gran afinidad hacia al
complejo de mosca blanca, ademas de la especie de Thrips palmi infectando a
ninfas y adultos (Varona, 2009). La temperatura 6ptima para el crecimiento micelial
y esporulacion es de 25— 29 °C bajo condiciones de laboratorio ademas de producir
conidias en medio sélido (Montilla, 2013).

Se conoce que L. lecanii es un patdgeno que aparece frecuentemente sobre afidos
y escamas en las regiones tropicales y subtropicales, pero también se informé que
infesta, de forma natural, poblaciones de insectos plagas de varios 6rdenes, entre
los cuales se encuentran Coleoptera, Diptera, Hemiptera, Lepidoptera,
Hymenoptera y sobre acaros (Jackson, 2012).

Este hongo provoca en los insectos pérdida de sensibilidad, descoordinacion de
movimientos y pardlisis; queda momificado cuando muere y puede, ademas,
presentar en determinadas ocasiones zonas de pigmentacién localizadas que se
corresponden con sitios de penetracion de los conidios en el tegumento. Es
necesario acotar que la invasién de los tejidos, por parte del micelio del hongo,
transcurre entre 2 y 3 dias hasta causar la muerte del insecto y que, durante el
proceso de invasion del hongo, se produce una gran variedad de metabolitos toxicos
(Cloyd, 2004).



2.3.5. Trichoderma harzianum
Las especies de Trichoderma spp, son hongos cosmopolitas y tipicamente del suelo
que pueden ser llevados a sustratos en el cultivo de hongos comestibles (Klein y
Eveleigh, 1998). Se han descrito cerca de 40 taxones de Trichoderma spp., hasta
la fecha. La temperatura éptima para su crecimiento linear en agar y produccién de
micelio esta entre 20 y 28 °C, aunque crece bien entre 6 a 32 °C.

T. harzianum (Rifai), produce enzimas hidroliticas que degradan componentes de la
pared celular de muchos microorganismos, que luego pueden ser utilizados como
fuente de nutrientes (Arenas, 2009).

Durante el proceso de micoparasitismo, Trichoderma secreta enzimas que
hidrolizan la pared celular de los hongos que parasita, siendo las mas conocidas las
proteasas, las quitinasas y las glucanasas (Marcello et al., 2010; Garcia Espejo et
al., 2016), y provocan la retraccion de la membrana plasmatica y la desorganizacion
del citoplasma. También inhiben la germinacion de esporas y la elongacion del tubo
germinativo (Romero-Cortes et al, 2016). El efecto de diversas especies de
Trichoderma sobre el biocontrol de enfermedades se ha estudiado en cultivos de
importancia agronémica como tomate (Solanum lycopersicum), arroz (Oryza sativa),
maiz (Zea mays), trigo (Triticum sp.), entre otros (Martinez et al., 2013; Dianez et
al., 2016).

2.4. QUITINA Y QUITOSANO

2.4.1. Quitina
La quitina se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza, tanto en el reino
animal como en el vegetal. Es el segundo polimero natural mas abundante, sélo
superado por la celulosa, por lo que constituye un importante recurso renovable
(fig.1). Se argumenta que la quitina natural posee un grado de acetilacion, DA, de
0.66, es decir, que una de cada tres de sus unidades se encuentra desacetilada
(Piquero, 2010).
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Figura 1. Representacion esquematica de las cadenas de (a) celulosa; (b) quitina totalmente acetilada y (c)
quitosano totalmente desacetilado. La similitud estructural entre ellas resulta evidente.

La quitina comercial se extrae a partir de desechos de crustaceos de la industria
pesquera, siendo las principales fuentes los caparazones de cangrejo, camaron,
langostino y langosta. Las técnicas de extraccion reportadas son muy variadas,
pues dependen en gran medida de las caracteristicas de la fuente, la composicién
del material de partida varia notablemente de una especie a otra (Piquero, 2010).

Propiedades de la quitina

La quitina es un copolimero aleatorio de B—1,4—N-acetilglucosamina, p—1,4—N-
glucosamina (fig. 2) y posee enlaces de hidrégeno ampliamente extendidos a lo
largo de toda su estructura semicristalina causantes de su muy reducida solubilidad.
La quitina es un importante polisacarido estructural que provee de integridad
estructural y protege a insectos y crustaceos (Gonzales, 2015).



100-GA

Figura 2. Estructura quimica de la quitina

2.4.1.1. Caracterizacion de la quitina y quitosano

Tanto la composicién de las cadenas de estos polimeros como sus dimensiones
suelen variar en dependencia del material de partida y de la rigurosidad del método
de obtencion, por lo que la determinacién del grado de acetilacién y su masa
molecular son dos parametros de obligatorio conocimiento para caracterizar una
muestra de estos polisacaridos, ya que ambas tienen una gran incidencia en sus
propiedades (Piquero, 2010).

2.4.1.2. Quitosano

Las propiedades de la quitina y el quitosano dependen principalmente de la fuente
de obtencién y el método de preparacién y estos polimeros difieren entre si por su
distribucién, masa molecular y grado de acetilacion.

Quimicamente, la quitina y el quitosano son poliglucosaminas que son distinguidas
solamente por el grado de la acetilacién de los grupos amino. Las quitinas tipicas
tienen generalmente grado de acetilacién entre 70-95% que corresponde a un
contenido de acetilo de un 15-20.7% mientras que los quitosanos tienen
comunmente un grado de acetilacién entre 15-25% que corresponde 3.2 - 5.3 % del
contenido de acetilo. Los factores que afectan el grado del desacetilacion incluyen:
concentracion del alcali, tratamiento previo, tamafo de particula, y la densidad de
la quitina (Piquero, 2010).
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El quitosano (fig. 3) es el derivado desacetilado de la quitina; es un copolimero lineal
de unidades B(1—4)-2—amino—2-desoxi—D—glucosa y p—(1—4)-2—acetamida—2—
desoxi—D—glucosa acetamida—2—desoxi—D—glucosa (Piquero, 2010).

GA<50

100-GA

Figura 3. Estructura molecular del quitosano

Peso molecular y viscosidad

Otros parametros importantes son el peso molecular y la viscosidad asociada. Como
el quitosano es obtenido de la quitina por desacetilacidn alcalina, el peso molecular
tiene un promedio mas bajo al extenderse generalmente entre 1x105 - 3x105 Da.

El quitosano es un producto altamente viscoso similar a las gomas naturales. La
viscosidad puede variar de 10 a 5000cp. En solucién, debido a su comportamiento
polielectrolitico, se comporta de manera diferente, lo cual influye notablemente en
la viscosidad de la disolucion (Piquero, 2010).

2.5. OLIGOQUITOSANOS

El quitosano es un copolimero lineal de unidades de 2-acetamido-desoxi-b-D-
glucano (GIcNAc) y 2-amino-2-desoxi-b-D-glucano (GIcN) enlazadas (1-4) en
proporciones variables (Trombotto, 2008), dichas variaciones entre sus
proporciones, generan los derivados del quitosano, llamados oligoquitosanos
(COS), los cuales se han convertido en una alternativa prometedora a los fungicidas
sintéticos debido a su caracter natural, actividad antifingica y provocaciéon de
respuestas de defensa en el tejido vegetal (Bautista et al., 2006; Terry & Joyce,
2004).

La diferencia entre la quitina y los oligoquitosanos es que, la quitina se compone
predominantemente de unidades acetiladas, mientras que los oligoquitosanos estan
compuestos de unidades desacetiladas (fig 4). Aparte del peso molecular (MW), los
polimeros tienen un grado caracteristico de acetilacion (DA) corresponde a la
11



fraccion molar de restos GIcNAc (o el grado de acetilacion DDA correspondiente a
la fraccion molar de restos GiIcN). La distribucién de grados de polimerizacién (DP)
que van de 2 a 12 y el patrén de nacetilacién (PA) o secuencia también se utilizan
para describir la estructura de estos polimeros (Mourya et al., 2011).

n

Figura 4. Residuos repetidos para quitina y quitosano. La quitina esta compuesta predominantemente por (m)
unidades y el quitosano esta compuesto predominantemente por (n) unidades distribuidas de manera
aleatoria.

La actividad biolégica de los quitooligbmeros a menudo se ha determinado
utiizando mezclas de oligbmeros heterogéneas y/o relativamente poco
caracterizadas, los requisitos de tamano y estructura para que estos compuestos
tengan una actividad biolégica son dificiles de determinar (Trombotto, 2008).

Al parecer, los quitooligémeros generalmente deben tener un DP de al menos 4
para inducir respuestas bioldgicas, sin embargo, no es posible generalizar sobre las
caracteristicas estructurales esenciales para su actividad biolégica. Por tanto, es de
creciente interés generar quitooligdmeros bien definidos para determinar la relacién
entre su bioactividad y sus parametros estructurales (Trombotto, 2008).

La quitina se obtiene como polimeros de PM 30—3000 kDa con DA superior al 90%.
Y la mayoria de los quitosanos comerciales son de peso molecular van desde 1500
Da a 50-2000 kDa, con un DA promedio de 50-100% (comunmente 80-90%)
(Mourya et al., 2011).

Un DP y un PM muy altos del quitosano lo hacen insoluble en agua y cuando es
soluble, por ejemplo, en los disolventes acidos acuosos adecuados, se generan
soluciones viscosas (Mourya et al., 2011).

La hidrélisis o quitondlisis produce quitosanos con bajo DP y bajo MW. Los
quitosanos con DP <20 y de peso molecular medio de hasta 3900 Da (0,2-30 kDa)
se denominan oligdmeros de quitosano, quitooligbmeros o quitooligosacaridos
(COS) (Muzzarelli, 1993).
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2.5.1. Métodos de produccioén de quitooligosacaridos

2.5.1.1. Despolimerizacion bajo la accion de reactivos

La hidrolisis del quitosano puede progresar mediante el uso de acido como acido
clorhidrico, &cido con electrolitos, acido nitroso, acido fosférico, acido fluorhidrico o
mediante métodos oxidativos reductores con perdxido de hidrogeno o persulfato
(Mourya et al., 2011). Otros acidos como el acido lactico (llina, 2004), el acido
tricloroacético (Kataoka, 1980), el acido férmico (Mourya, 2011) y el 4cido acético
(Kojima, 1996) también se estudiaron por su efecto degradante sobre la quitina o el
quitosano.

2.5.1.2. Métodos enzimaticos de despolimerizaciéon de quitosano

La despolimerizacion enzimatica de quitina / quitosano se ha explorado teniendo en
cuenta las desventajas de la hidrélisis bajo la acciéon de los reactivos, a saber,
desacetilacion parcial de los oligobmeros resultantes, dificultad para controlar la
despolimerizacion, bajo rendimiento, aislamiento engorroso de la mezcla de
oligbmeros y condiciones heterogéneas, rendimientos de produccion menores y
mayor riesgo asociado a la contaminacién ambiental. Las enzimas operan en
condiciones mas suaves y son muy especificas (Mourya et al., 2011).

La quitina y el quitosano biodegradables pueden ser hidrolizados por varias enzimas
especificas como quitosanasas y quitinasas y también enzimas inespecificas. Se ha
revelado que la estructura de los enlaces glicosidicos en el quitosano afecta el
proceso de hidrdlisis enzimatica. Los quitosanos desacetilados diferencialmente
tienen cuatro tipos diferentes de enlaces glicosidicos distribuidos aleatoriamente en
sus estructuras. Estos incluyen enlaces entre dos unidades nacetiladas (A — A),
unidades acetiladas y desacetiladas (A — D), unidades desacetiladas y acetiladas
(D — A) y dos unidades desacetiladas (D — D). La especificidad de las quitosanasas
con respecto a la escision de cuatro enlaces glicosidicos diferentes en el quitosano
parcialmente N desacetilado esta determinada por la identidad de los extremos
reductores y no reductores y el DD del quitosano (Mourya et al., 2011).

2.5.1.3. Despolimerizacion bajo alto impacto energético
La absorcién de energia por las moléculas de quitosano en cualquiera de los
métodos de despolimerizacibn da como resultado la escision de los enlaces
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quimicos, y si el enlace roto pertenece a la columna vertebral del polimero (enlace
oglucosidico), se producira una disminucion del peso molecular. La reduccién del
peso molecular bajo un impacto de alta energia es una alternativa simple, que
ahorra trabajo y es amigable con el medio ambiente a la hidrélisis &cida o
enzimatica. Se emplean fuentes de alta energia como microondas, ultrasonidos y
gammarays (Yoksan, 2004), pero estos métodos no son 6ptimos para crear mezclas
COS bien definidas. Con la aplicacion de irradiacion gamma al quitosano, Ulanski y
Rosaik en 1992 indicaron que los rendimientos de radiacion de la escision en estado
solido fueron 0.9 en vacio, 1.1 en aire y 1.3 en oxigeno, mientras que el
correspondiente los rendimientos de reticulacion fueron iguales a cero.

2.5.2. Métodos de caracterizacion de quitooligosacaridos

Cromatoqrafia por diferentes métodos

La separacién y deteccion de oligdmeros de quitosano puede realizarse mediante
técnicas cromatogréficas. Si estan presentes, el monosacarido y los disacéaridos
pueden detectarse en las muestras de COS mediante TLC o cromatografia liquida
en fases estacionarias para intercambio i6nico, permeacién en gel, fase normal o
inversa con una columna amino (Mourya et al., 2011).

Viscometria (determinacién de MW)

El peso molecular promedio de viscosidad del quitosano de bajo peso molecular se
puede obtener con la determinacion de la viscosidad intrinseca y la ecuacién de
Mark — Houwink: [n] =. La viscosidad intrinseca [n] proviene de la viscosidad medida
por el viscosimetro capilar Ubbelohde (@ = 0,5 mm) a 25 ° C. Los valores de Ky a
se pueden encontrar en varias referencias (Mourya et al., 2011).

Espectroscopia de masas (MS)

El bombardeo de atomos rapidos (FAB) y la desorcién laser asistida por matriz con
tiempo de ionizacién de vuelo (MALDI-TOF) se han empleado ampliamente para el
analisis de mezclas de homooligdmeros de nacetilglucosamina, homooligobmeros de
glucosamina y lipochitooligosacaridos (Bosso, 1992). También se estudiaron vy
mapearon mezclas de heterochitooligdémeros de DP < 17 y tan grandes como de DP
< 50 mediante MALDI-TOF MS (Letzel, 2000).
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Otros métodos

Entre otros métodos opcionales para la caracterizacidén de oligoquitosanos se
encuentras la espectroscopia infrarroja, resonancia magnética nuclear de H' y C'3,
y difraccion de rayos X (Mourya et al., 2011).

2.6. TECNICAS CROMATOGRAFICAS

La cromatografia surgié en el aiio 1906, gracias a el botanico Ruso M. Tswett, quien
realizd un experimento, colocando un extracto de pigmentos vegetales en la parte
superior de una columna de vidrio rellena de carbonato de calcio (CaCOs). Al
agregar éter, observé que la mezcla original se separaba en diversas bandas
coloridas que descendian a través de la columna a diferentes velocidades (Facultad
de quimica, 2007).

Cuando se trata de muestras complejas la separacién del analito de las posibles
interferencias es una etapa esencial. AUn mejor seria la posibilidad de determinar
varios analitos después de una separacién previa. Uno de los mejores métodos para
conseguir esa separacion, y posiblemente, el mas utilizado es la cromatografia. Este
conjunto de técnicas permite la separacion de componentes estrechamente
relacionados en mezclas complejas (Corzo, 2019).

Un rasgo caracteristico de la cromatografia es la presencia de dos fases; dispuestas
de tal manera que mientras una permanece estacionaria dentro del sistema (fase
estacionaria), la otra se desplaza a lo largo de él (fase movil) (Facultad de quimica,
2007)

En cromatografia, los solutos se separan en base a la distinta velocidad de
desplazamiento cuando son arrastrados por una fase movil a través de un lecho
cromatografico que contiene a una fase estacionaria (solida o liquida) (Corzo, 2019).

2.6.1. Clasificacion de los métodos cromatograficos (Corzo, 2019)
Las técnicas cromatograficas pueden clasificarse segun diferentes criterios:
atendiendo al modo como las fases se ponen en contacto y atendiendo a
fundamento del proceso de separacion.

Clasificacion atendiendo al fundamento de la separacion
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e CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS (fase mévil liquida) Fase estacionaria
sélida: se trata de solidos finamente divididos (con gran superficie
especifica). A su vez esta misma clasificacion se divide en. Cromatografia de
adsorcién, de cambio idnico y de exclusion. Si la fase estacionaria es liquida,
se puede a su vez dividir en: cromatografia de reparto y cromatografia de
afinidad o de fases enlazadas.

o CROMATOGRAFIA DE GASES (fase mévil gaseosa). Se divide en:
cromatografia de adsorcidén y cromatografia de particién o reparto.

o CROMATOGRAFIA DE FLUIDOS SUPERCRITICOS (la fase mévil es un
fluido supercritico) Un fluido supercritico es un fluido calentado a temperatura
y presion superiores a las criticas. Posee algunas caracteristicas propias de
un gas y algunas propias de un liquido. La fase estacionaria puede ser liquida
0 solida. Se puede dividir en: cromatografia en columna y cromatografia
plana.

2.6.1.1. Analisis quimico con métodos cromatograficos (Corzo, 2019)
Se puede emplear para identificacién cualitativa y determinacién cuantitativa de las
especies separadas.

2.6.1.2. Anadlisis cualitativo

El pardmetro que puede usarse con fines cualitativos en cromatografia es el tiempo
de retencién. Este es caracteristico de cada componente en cada sistema
cromatografico.

2.6.1.3. Analisis cuantitativo

Se basa en la comparacion del area o altura de pico del componente de interés con
la de estandares de esta sustancia de concentracién conocida, admitiendo que
existe una relacién lineal entre el area o altura de pico y la concentraciéon en un
determinado intervalo de concentraciones. En los analisis basados en altura de pico
se requiere que la anchura de los picos no sufra modificacion durante el tiempo
necesario para obtener los cromatogramas de la muestra y los estandares para
obtener resultados exactos.
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2.6.2. Cromatografia de capa fina (CCF)

La cromatografia en capa fina se basa en la preparacion de una capa, uniforme, de
un adsorbente mantenido sobre una placa de vidrio u otro soporte. Los requisitos
esenciales son, pues, un adsorbente, placas de vidrio, un dispositivo que mantenga
las placas durante la extension, otro para aplicar la capa de adsorbente, y una
camara en la que se desarrollen las placas cubiertas. Es preciso también poder
guardar con facilidad las placas preparadas y una estufa para activarlas. La fase
movil es liquida y la fase estacionaria consiste en un sélido. La fase estacionaria
sera un componente polar y el eluyente sera por lo general menos polar que la fase
estacionaria, de forma que los componentes que se desplacen con mayor velocidad
seran los menos polares.

La cromatografia en capa fina presenta una serie de ventajas frente a otros métodos
cromatograficos (en columna, en papel, en fase gaseosa) ya que el utillaje que
precisa es mas simple. El tiempo que se necesita para conseguir las separaciones
es mucho menor y la separacion es generalmente mejor.

En la elecciéon del eluyente influyen varios factores: Precio, pureza, no utilizar
mezclas de eluyentes (reproducibilidad), no utilizar compuestos muy volatiles, evitar
que contengan trazas de metales (catalizadores).

La eleccidn del eluyente se realiza de forma empirica. Hay que estudiar la polaridad
del componente y probar con eluyentes cada vez menos polares.

2.6.3. Cromatografia de Liquidos de Alta Resoluciéon (HPLC)
La cromatografia es un método fisico de separacién, basado en la distribucién de
los componentes de una mezcla entre dos fases inmiscibles, una estacionaria y otra
mévil. En cromatografia liquida, la fase mévil es un liquido que fluye a través de una
columna que contiene a la fase estacionaria. La cromatografia liquida se lleva a
cabo en una columna de vidrio. Después se coloca la muestra por la parte superior
y se hace fluir la fase movil a través de la columna por efecto de la gravedad. Para
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aumentar la eficiencia en las separaciones, en la cromatografia de alta resolucion;
el tamanfo de las particulas de fase fija se disminuye hasta los micrones, usando
altas presiones para lograr que la fase moévil pueda fluir.

La Cromatografia de liquidos, es una técnica de analisis quimico ampliamente
utiizada, la cual permite separar fisica y cuantitativamente los distintos
componentes de una solucién por la absorcion selectiva de los constituyentes de
una mezcla, consta de dos fases, una fija que suele llamarse fase estacionaria, y
una movil (fase movil) que fluye permanente durante el analisis, y que en este caso
es un liquido.

3. OBJETIVO GENERAL

Llevar a cabo una revision bibliografica sobre la determinacion del tipo de
oligoquitosanos obtenidos enzimaticamente, mediante cromatografia en capa fina'y
por HPLC.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Describir las condiciones de cultivo sdélido para la produccion de
oligoquitosanos, a partir de los hongos entomopatégenos B. bassiana, M.
anisopliae, |. fumorosoae, L. lecaniiy Trichoderma harzianum.

¢ Identificar con base en la literatura a los oligoquitosanos obtenidos a partir de
la actividad quitinolitica y quitin desacetilasa

¢ Realizar una investigacion bibliografica sobre las condiciones de operacion
para el andlisis de oligoquitosanos por cromatografia de capa fina

e Comparar a través de referencias bibliogréaficas las condiciones de operacién
para el andlisis de oligoquitosanos por HPLC.

5. MATERIALES Y METODOS

Diseno: Se realiz6 una revision sistematica de documentos de diferentes fuentes,
provenientes de distintas revistas cientificas, con un enfoque al tema de condiciones
de cultivo solido para obtener oligoquitosanos; al igual que los métodos para la
identificacion de estos, obtenidos enzimaticamente; asi como condiciones de
operacién de los métodos de HPLC y cromatografia en capa fina, para su analisis.
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Estrategia de busqueda: Los articulos consultados fueron obtenidos mediante el
uso de cinco motores de busqueda diferentes: Google Scholar, Pubmed,
ScienceDirect, BIDIUAM y Redalyc. La busqueda se bas6é en encontrar estudios
previos, que ayudaran a cumplir con los objetivos de la investigacion actual. La
busqueda no se limité por afno de publicacién, pero se tomoé como limite de la lengua
de los estudios en inglés y espariol. En algunas de las investigaciones presentadas
se optd por analizar sus propias referencias bibliograficas con el objetivo de rescatar
algunos otros estudios potenciales respecto al tema.

Criterios de inclusién y exclusidn: para la obtencion de la informacién recopilada
se incluyé todo tipo de documento que contuviera los siguientes términos:
oligoquitosano, fermentacién sélida, hongos entomopatégenos, quitina, quitosano,
cromatografia en capa fina, HPLC, que son aquellas definiciones sobre las que se
centra la investigacién. El principal criterio de exclusién fue aquellos articulos que
utilizaran algun otro método de caracterizacion diferente a cromatografias.

Extraccion de datos: al término de la busqueda se logro localizar 172 estudios, de
los cuales 156 se optaron por descartar, tanto por no tener informacion o era
incompleta para nuestro fin. Para proceder a la seleccién se revisaron los abstracts
y en caso necesario los articulos completos con el fin de decidir si la informacién
que contenian estaba o no relacionada con los objetivos de este estudio.

En total se utilizaron 16 articulos de difusion cientifica para construir el presente
reporte.

Analisis de datos: la informaciéon recabada se procedié a estructurar en 4
subapartados: el primero, dedicado a las condiciones de cultivo de fermentacién
sélida; el segundo, para la identificacion de oligoquitosanos obtenidos a partir de la
actividad quitinolitica y quitin desacetilasa, y los ultimos dos, con la finalidad de
conocer las condiciones de operacién para el analisis de oligoquitosanos en
cromatografia en capa fina y HPLC, respectivamente.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1.CONDICIONES DE CULTIVO DE FERMENTACION SOLIDA
La actividad de los hongos entomopatégenos y en general de los hongos
filamentosos se ve afectada por las condiciones fisicoquimicas del medio ambiente.
Entre los factores mas destacables se pueden mencionar: la humedad, el pH, la
temperatura, concentracion y disponibilidad del sustrato, aireacion, el tamafno de
particulas e inéculo.

De acuerdo con la investigacién de Juarez en 2012, el crecimiento de B. bassiana,
L. lecanii y Trichothesium roseum asi como la produccion de oligoquitinasas se pudo
llevar a cabo a partir de un medio mineral a base de (g/L) 6 de (NH4)2SO4, 1.2 de
MgSOs4, 15 de KH2PO4, 0.1 de FeSO4-7H20, 0.028 de ZnSO4 y 60 de cuticula de
camaron.

Unas condiciones de cultivo muy similares a las anteriores es lo propuesto por
Barranco y col. en 2002 y Navarro en 2017, donde utilizaron las cepas de: Beauveria
bassiana, Isaria fumosorosea y Metarhizium anisopliae para la produccion de
extractos fermentativos. Se ocupé como soporte bagazo de cafia, y un medio cuya
composicién quimica fue: (NH4)2SO4, 6 g L'; MgSQO4, 1.2 g L'; NaCl, 1 g L™,
KH2PO4, 15 g L'; FeS04.7H20, 0.1 g L''; ZnS04.7H20, 0.028 g L' y MnSOa4.H20,
0.032 g L' y caparazén de camarén 60 g L. Las condiciones del cultivo sélido
fueron: humedad inicial de 65%, pH 5 y temperatura de 25° C. Se inocularon con
107 conidios™. En dicho trabajo se determind los contenidos de proteina y de
actividad enzimatica, los cuales se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Contenido de proteina y de actividad enzimatica de los extractos fermentativos obtenido por
Navarro (2017).

Tratamiento

Proteina (mg mL ')

Actividad
quitinolitica (U.I)

Actividad
proteolitica (U.I)

anisopliae

Extracto de B. 0.1301+ 0.082 65.89 +5.2 79+0.6
bassiana

Extracto de /. 0.1271+ 0.052 84.42 +6.7 82+27
fumorosea

Extracto de M. 0.1307+ 0.042 16.62 + 3.1 42+13
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En un estudio llevado a cabo por Jaronski en 2014 acerca de los medios de cultivos
o sustratos disponibles para el cultivo de hongos entomopatégenos, observé que,
aunque el arroz y la cebada parecen ser los principales sustratos utilizados en los
tropicos y el hemisferio norte, respectivamente, se ha realizado un esfuerzo
considerable para identificar materiales agricolas de bajo costo, especialmente
subproductos y productos de desecho, como sustratos adecuados (tabla 2). De
acuerdo con el autor, las comparaciones, especialmente entre diferentes informes,
son muy dificiles debido a las diferentes especies y cepas de hongos, las diferentes
condiciones de fermentacidn y las diferentes suplementaciones. Recalca también la
importancia entre las relaciones de C/N. Incluso se menciona que hay un uso de
sustratos inorganicos; tales como: tierra de diatomeas calcinada y granulos de
arcilla de poros abiertos para producir B. bassiana.

Tabla 2. Traduccién de la tabla de sustratos solidos evaluados de Jaronski (2014)

SUSTRATOS SOLIDOS EVALUADOS PARA LA PRODUCCION DE LOS
PRINCIPALES ASCOMICETOS ENTOMOPATOGENOS

Sustrato Hongos
Cascaras de arroz, aserrin: salvado de arroz + 2% .
dextrosa Beauveria
Cascara de arroz + 2% dextrosa Beauveria
Pastel de sésamo Beauveria
Sorgo Beauveria, Metarhizium
Soja Beauveria, Metarhizium
Levadura de bagazo de cana de azucar, melaza Beauveria, Metarhizium
Barro de prensa de cana de azlcar Beauveria
Tubérculos de tapioca Beauveria
Corteza de tapioca Beauveria
Trigo Beauveria, Metarhizium
Salvado de trigo + Al(SO4)3 Beauveria
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Salvado de trigo + nitrégeno organico Nomuraea

Salvado de trigo + 2% dextrosa Beauveria

De la misma forma Jaronski (2014) observé que, a diferencia de los cereales u otros
materiales orgénicos, los portadores minerales tienen la ventaja de permitir un
control flexible de los nutrientes adaptados a cada especie y cepas de hongos.

Otro de los estudios realizados fue el de Ghormade (2017), quien menciona
diferencias entre metodologias y uso de medios de cultivos para la fermentacién de
hongos, diferenciando entre los cultivos sélidos y liquidos, o incluso cultivos
sumergidos, haciendo hincapié en las condiciones de crecimiento. En la mayoria de
las metodologias utilizaron medios minerales con los nutrimentos especificos para
las especies y cepas de hongos. Como ejemplos menciona lo reportado por Rane y
Hoover en 1992, quienes produjeron quitosano cultivando A. coerulea, Absidia
blakesleeana, G. butleri, Mucor rouxii y Phvcomyces blakesleeanus en un simple
medio de extracto de levadura - peptona - glucosa. La maxima concentracion de
quitosano fue de 0.51 mg / mL de medio en 48 h, y con un 94% de DDA obtenido
con A. corulea. Un detalle para destacar de dicha investigacion es que la adicién de
cobalto en el medio de crecimiento aumento la produccién en un 20%. También
emplearon camote como sustrato y urea como fuente de nitrégeno, llegando a
obtener 29 g de micelio seco por kg de sustrato, con la cepa de Gongronella butleri.

En el caso de la produccién de quitin desacetilasa a partir de Metarhizium
anisopliae, Nahar en 2004 empleé el medio agar papa dextrosa y glucosa al 2%,
con tubos inclinados. Para la produccion extracelular de quitinasa, quitosanasa y
quitina desacetilasa, utilizd6 el medio YPG (extracto de levadura, 0.3%; peptona,
0.5%; y glucosa, 1%) con agitacién a 28 ° C durante 72 h. La composicion del medio
fue (g/L): KH2PO4, 3.0; KaHPO4, 1.0; MgSOs4, 0.7; (NH4)2SO04, 1.4; NaCl, 0.5; CaClz,
0.5; extracto de levadura, 0.5; bactopeptona, 0.5 y quitina, 5.0. Se observaron
actividades maximas de quitin desacetilasa (0,26 + 0.03 U/mL) y quitosanasa (0.31
+ 0,04 U/mL) en 72 h.

En 2012 Logesh obtuvo quitosano a partir de las cepas de Aspergillus niger,
Penicillium citrinum, Rhizopus oryzae y Fusarium oxysporum, las cuales fueron
incubadas en caldo papa dextrosa (PDA), a 25 °C por 12 dias a 120 rpm. A. niger,
que presentd el mayor rendimiento, fue inoculado en PDA con diferentes
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concentraciones de glucosa de 2-12%. La mayor concentracion de quitosano fue
0.8455 g/L, después de 6 dias de cultivo liquido.

Un ejemplo mas es el trabajo de Nadarajah (2006), en el cual se utiliz6 el hongo
Absidia butleri, realizando una suspension de esporas en un medio que tenia
extracto de levadura, peptonay glucosa, en este caso las concentraciones de dichos
nutrimentos no estan especificados. Se llevé bajo las siguientes condiciones: una
temperatura de 30 °C, con agitaciéon a 150 rpm durante 48 h. Este estudio nos indica
que la actividad de la quitina desacetilasa obtenida fue de 17.6 mU/mL. Estos datos
nos dan una idea de la actividad enzimatica que se pueden alcanzar con el uso de
HE.

Jaramillo (2015) para la multiplicacion masiva de cepas de B. bassiana y M.
anisopliae utilizé un medio liquido compuesto por soya (15 g/L), aztcar blanca (10
g/L) (Incauca®), cloruro de sodio (sal comun Refisal®) (5 g/L), carbonato de calcio
(2 g/L) (Omya S.A.S.) y cloranfenicol (0.05 gr/L) (Sigma®), mezclados
homogéneamente en agua destilada. 200 mL del medio se esterilizaron en frascos
de vidrio con capacidad de 400 mL durante 15 min a 120 °C y 15 psi. Este trabajo
no esta centrado en la obtencién de oligoquitosanos, sin embargo, si lo esta para la
optimizacién de los medios de cultivo para HE, y puede servir de base para nuestro
objetivo.

Cortez (2007) para la produccion de Lecanicillium lecanii utilizé diversos sustratos
para probar la produccién de conidios con patogenicidad. Los sustratos utilizados
fueron conformados por dos componentes: medios nutritivos y soportes en una
proporcion 1:1. Se utiliz6 grano de sorgo, arroz entero y sus subproductos
industriales, grano de arroz quebrado y polvo de arroz, como medios nutritivos. Y
como soporte: “olote” de maiz, “bagazo” de cafa de azucar y “cascarilla” de arroz.
La combinacién entre medios y soportes dio origen a doce tratamientos. Los
resultados se muestran en la tabla 3 y gréfico 1. Las combinaciones de sustrato de
arroz + bagazo de cafa (839.67 + 1.2 x 106 g') y sorgo + olote (825.8 + 1.7 x 106 g
) mostraron la mayor produccién conidial.
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Tabla 3. Efecto de soporte y medio en produccién de conidios del hongo L. lecanii

Soporte Numero de Medio Numero de
conidios conidios
(Iobgl) (lof\gl)
Bagazo  605.6+1548'a Aroz 563.4+2468'a
Olote 5803+1543 b Sorgo 561.9£2325a
Cascarilla 2788 = 20.6 ¢ Granillo 4539+153.4 b
Arroz 2485+ 185 d Pulido 3858+ 62.6 ¢

Arroz 2654+ 10 d

Testigo (arroz) 7 265.4+1g*
423.3+1.5d
Olote+pulido y
Olotetsorgo 7 8258+ 1.7 a
Olote+granillo ] 528+2.3¢c
Olote+arroz ' 5802211 b
Cascarilla + pulido ] J 304.7xde
Cascarilla + sorgo J 289+ 0.5 ef
] 251.83t2.7¢g
Cascarilla + granillo
Cascarilla +arroz ] 27033+ 1fg
429.8+25.4d
Bagazo +pulido |
Bagazo +sorgo | g 571:1.3b
Bagazo +granillo 7 582+0.5b
Bagazo +arroz J 839.7+12a
| 4
T T T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Gréfico 1. Efecto de sustrato (soporte + nutriente) en la produccién de conidios del hongo L. lecanii.

Como se puede observar, los medios de cultivo y sustratos para la produccién
masiva de hongos entomopatégenos varian entre las mismas especies y cepas
estudiadas, las combinaciones entre medios minerales y sustratos organicos son
las que proporcionan mayores rendimientos, ya que los hongos completan todos
sus requerimientos nutritivos. Esto se puede observar en el trabajo de Navarro,
2017, donde las cepas de Beauveria bassiana, Isaria fumosorosea pudieron
alcanzar una actividad quitinolitica de 65.89 y 84.42 U respectivamente, utilizando
dichas combinaciones.
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6.2. IDENTIFICACION DE OLIGOQUITOSANOS OBTENIDOS
A PARTIR DE LA ACTIVIDAD QUITINOLITICA Y QUITIN
DESACETILASA

6.2.1. Identificacion de oligoquitosanos por CCF
En 2010 Pagnoncelli y col. durante su trabajo sobre la produccion de quitosanasa
por Paenibacillus ehimensist, analizaron los productos obtenidos enzimaticamente
por CCF. El quitosano se hidroliz6 a (GIcN)2, (GIcN)3, y (GIcN)6 a los 20 min de
reaccion y su concentracion maxima se obtuvo entre 20 y 30 min de reaccién. Se
utilizé un estandar de COS. Los resultados se observan en la figura 5.

« (GleN),

« (GleN);
« (GleN),

«— (G](:N )s
« (GleN)g

Figura 5. Perfiles de la CCF de quitooligosacaridos producidos en la hidrélisis de quitosano soluble
por quitosanasa cruda de Paenibacillus ehimensis. Carril A-H, hidrolizados presentes obtenidos
después de la reaccion enzimatica durante 10, 20, 30 min, 1, 2, 3, 6 y 9 h; Carril S, estandar COS.

Un segundo estudio donde se muestra la identificaciéon de COS mediante CCF, es
lo reportado en 2017 por Varun, a pesar de que el proceso de dichos metabolitos
se realiz6 por hidrolisis acida en lugar de métodos enzimaticos, la metodologia se
puede adaptar al proposito de la investigacién actual. Sus resultados se muestran
en la fig 6, donde la CCF revel6 la presencia de fracciones de COS, siendo C1
(mondmero) a C4 (tetramero) lo que confirma la presencia de quitooligosacaridos
en el hidrolizado. Las manchas desarrolladas se compararon con la mancha
estandar realizada en paralelo a las muestras.
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Figura 6. Analisis de cromatografia en capa fina de quitooligosacaridos realizado con un sistema

disolvente que contiene n-propanol-agua-agua amoniacal (7: 2: 1, v/ v/v) en una placa de gel de

silice. La placa se desarrollé sumergiendo la placa en una solucién saturada de nitrato de plata y
rociandola con una solucién de NaOH 0,5 N en etanol.

6.2.2. Identificacion de oligoquitosanos por HPLC
Yan en 2012, reportd6 un método indirecto para la determinacién cuantitativa de
oligoquitosanos, realizando una derivacion de quitosano a glucosamina. Se lograron
dos posibles conformaciones de glucosamina libre (a y B -glucosamina), las cuales
fueron detectadas en forma de dos picos, tal como lo muestra la figura 7, mediante
andlisis de HPLC.

mAU -

120 -
100
80

60

- N

40 1

20 | |l

5 10 min

Figura 7. El cromatograma de HPLC de derivados de Fmoc-OSu glucosamina.
1= Derivado de a-Fmoc glucosamina y 2=Derivado de B-Fmoc glucosamina.
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La suma de las dos areas de los picos se utilizé para calcular el contenido total de
glucosamina. Con el contenido total de dicha glucosamina, fue posible determinar
la concentracion de quitosano obtenido, mediante la siguiente ecuacion:

mg(mg)

C% =
o 215.7 x m,(mg)

[161.2 + DA (%) X 42 + (1 — DA(%)) x M,] X 100%

Dénde: C es el contenido de quitosano (%); mg es el contenido de glucosamina
determinado por HPLC; 215,7 es el peso molecular de glucosamina; mo es el peso
de la muestra para el andlisis; 161,2 es el peso molar de la unidad de repeticién de
glucosamina en el quitosano; DA es el grado de acetilacion del quitosano; 42 es el
peso molar de un grupo acetilo y MA es el peso molecular del contraacido en el
quitosano. A pesar de proporcionarnos dicha formula, el trabajo no menciona la
concentracion obtenida.

Otro estudio que muestra un analisis de oligoquitosanos por el método de HPLC,
fue el llevado a cabo por Kim en 2013, quien logré la deteccién de polimeros de
GlcN compuestos de DP 2-12, expresados como G2-G12, el cromatograma se
muestra en la figura 8.
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Figura 8. Cromatograma obtenido de Cromatografia liquida-Espectrometria de masas de

3 mg mL" de quitooligosacaridos, donde se inyectaron 10 uL de muestra. Cada pico esta

etiqguetado como Gn, donde "n" es el nimero de unidades de glucosamina repetidas (DP)
en un quitooligosacarido.

6.3.CONDICIONES DE OPERACION PARA EL ANALISIS DE
OLIGOQUITOSANOS

6.3.1. Condiciones de operacion en CCF para el analisis de
oligoquitosanos

De los estudios reportados en la bibliografia sélo se encontraron dos sobre el
empleo de cromatografia en capa fina para la identificacién de oligoquitosanos. En
este sentido, Pagnoncelli et al. en 2010 realizaron un ensayo previo al analisis de
COS en cromatografia capa fina, que brevemente consistié en producir las enzimas
y evaluar la actividad quitosanasa midiendo los azucares reductores por el método
de DNS, con D-glucosamina como estandar. Para el analisis de COS colocaron 30
WL de la mezcla en placas de gel de silice (Merck 60), utilizando como fase movil un
sistema disolvente de n -propanol-agua amoniacal al 30% (2:1, v/v), eluyendo a la
par un estandar de COS, compuesto por los derivados de glucosamina, desde
(GlcN)2 a (GlcN)6. Las placas se secaron con aire caliente y se sumergieron en
solucién de nitrato de plata (0.7 g / 200 mL de acetona). La placa se sec6 con aire
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caliente nuevamente y los COS se detectaron rociando la placa con una solucion
de etanol / hidréxido de sodio 0.5 N y luego calentando a 80 °C durante 20 min.

Otro estudio fue el llevado a cabo por Varun en 2017 en donde empleoé la cascara
de camardn e hidrolisis acida de la quitina, para la obtenciéon de oligoquitosanos,
haciendo una previa desmineralizacion y desproteinizacién de la quitina. Para el
método de cromatografia en capa fina utilizaron 1 yL de muestra el cual se colocé
en una placa de aluminio de silica gel 60 F254 5x10 (M/s Merck, USA). La fase movil
de este caso es muy similar al anterior, que contenia n-propanol: agua: agua
amoniacal al 25% (7: 2: 1). El resto de la metodologia es igual al anterior. En este
trabajo la concentracion de COS se cuantific6 mediante el método del azucar
reductor Nelson-Somogyi, empleando glucosamina como estandar.

De acuerdo con los reportes anteriores, el procedimiento para la identificacién de
oligoquitosanos a partir de cromatografia en capa fina es muy similar, se
recomienda utilizar ambas soluciones con diferentes relaciones de concentracion
entre agua, n-propanol y agua amoniacal.

6.3.2. Condiciones de operacion en HPLC para el analisis de
oligoquitosanos
De entre los articulos consultados, basicamente podemos distinguir dos condiciones
de operacion diferentes para el analisis mediante el uso de HPLC, diferenciandose
por el equipo de deteccidn a utilizar: un detector de UV con arreglo de diodos (PDA),
y el otro detector utiliza el principio de espectrometria de masas.

Yan en 2012, establecié unas condiciones de operacion para el uso de PDA.
Indicando el procedimiento para la identificacion de oligoquitosanos mediante un
método indirecto, en el cual se realizd la hiddlisis del quitosano en condiciones
acidas en glucosamina, posteriormente se realizé una derivatizacion de la
glucosamina liberada con Fmoc-OSu. Las condiciones de operacion fueron las
siguientes: se utilizé un sistema Agilent 1100 equipado con desgasificador, bomba
cuaternaria, muestreador automatico y detector de matriz de fotodiodos (PDA). La
columna Agilent Zorbax SB-C18, 5 um, 150 mm x 4,6 mm. Los eluyentes utilizados
fueron agua, acido trifluoroacético (TFA) y acetonitrilo (ACN). El gradiente de elusion
comenzd con 70% de TFA al 0.05% en agua y al 30% de ACN. Después de 6 min,
el eluyente B se elevd al 100% de ACN en 5 min. La velocidad de elucién fue
constante a 0.8 mL/ min y el volumen de inyeccion fue de 10 yL para muestras como
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para estandares. El cromatograma se registré a 265 nm UV. Hay una referencia a
este trabajo en (Zhou, 2005), donde se especifica mejor las condiciones de analisis.

Otra propuesta para la identificacion de los oligoquitosanos fue mediante el equipo
de deteccidn utilizado por Kim (2013), en el cual utilizaron espectrometria de masas.
Los eluyentes con los que se trabajé fueron agua y acetonitrilo, formando la fase
mévil. Ocupando una velocidad de flujo de 1.0 mL min, y usando el siguiente
gradiente de elucién: 0-15 min, incremento lineal de 20% B a 33% B; 15-20 min,
33% de B; 20-21 min, disminuir a 0% B; y 21-30 min, 0% B. Utilizaron un equipo
modelo NS-4000 Futecs, equipado con un muestreador automatico, donde se
inyectaron 10 uL de solucién de muestra estandar para cada analisis LC-MS y su
espectro de masas se obtuvo empleando un espectrometro de masas con trampa
de iones. La separacion se logro en una columna de amina (4,6 x 250 mm, tamarno
de particula de 5 um) de Showdex Asahipak.

Debido a la poca informacién que se tiene respeto del empleo de HPLC para la
determinacién de oligoquitosanos obtenidos enzimaticamente, se recomienda
emplear la metodologia descrita por Yan en 2012, ya que el detector de
espectrometria de masas es menos asequible. Dicha metodologia serviria como
modelo de estudio, pero estaria sujeta a modificaciones para lograr identificar y
cuantificar de mejor manera los oligoquitosanos de interés.

7. CONCLUSIONES

e Las mejores condiciones de cultivo sélido para la produccion de
oligoquitosanos dependen de las especies y cepas empleadas, sin embargo,
el empleo de un medio mineral en combinacién con otro sustrato organico,
como cascara de camardén y medio mineral favorece este proceso. La
temperatura (entre 25 — 30 °C), la agitacion y el pH también son factores
criticos que dependen de la cepa y especie para la producciéon de COS.

e Los COS identificados son compuestos derivados de GIcN con unidades de
glucosamina repetidas (DP) que van desde 2 a 12.

e Las condiciones de operacién para la identificacion de COS mediante
Cromatografia en capa fina son: el uso de placas de gel de silice y como fase
movil el n -propanol-agua amoniacal al 30% (2: 1, v/v).
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Las condiciones de operacion para la identificacion de COS mediante HPLC
son: detectores el espectrometro de masas con trampa de iones y detector
de matriz de fotodiodos (PDA), agua y acetonitrilo como eluyentes y columna
de amina (4,6 x 250 mm, tamafno de particula de 5 um) de Showdex
Asahipak.

8. OBJETIVOS Y METAS ALCANZADAS

Se lograron describir las condiciones de cultivo solido para la produccion de
oligoquitosanos, a partir de algunos HE, siendo estas condiciones tan
variables como las especies y cepas en estudio.

Se lograron identificar algunos tipos de oligoquitosanos obtenidos por
actividad quitinolitica y quitin desacetilasa, a partir de CCF y HPLC.

Se obtuvieron los parametros adecuados para el analisis la Cromatografia en
capa fina de los oligoquitosanos producidos por algunos HE.

Se identificaron las condiciones de operacion adecuadas para el andlisis de
oligoquitosanos por Cromatografia Liquida de Alta resolucion.
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10. RESUMEN

La biotecnologia ha permitido el desarrollo de productos mejorados, elaborados con
sistemas que involucran el empleo de organismos vivos o sus productos bajo
procesos que permiten su comercializacidon, todo esto utilizando principios de
ingenieria e investigacion cientifica (Tamez, 2001). Un area de aplicacién de la
biotecnologia es la agricola, que permite resolver problemas de plagas mediante el
control bioldgico, que consiste en el uso de enemigos naturales y microorganismos
para el control de sus poblaciones incluyendo competencia, prefacion, parasitismo
y patogenicidad (Cantu, 2017). El control biolégico aplicado puede llevarse a cabo
mediante diversos métodos y actualmente se estd buscando la manera de
desarrollar otras medidas de control de plagas que permitan el desarrollo de una
agricultura sostenible y la conservacion del medio ambiente. Una de las alternativas
mas prometedora es el desarrollo de bioinsecticidas basados en los
microorganismos (bacterias y hongos) y virus entomopatégenos (Padilla, 2017). En
este sentido, los hongos entomopatégenos son un amplio grupo de
microorganismos que proveen multiples servicios a los sistemas agroecol6gicos.
Entre esos esta la capacidad de regular las plagas para mantenerlas en niveles
adecuados (Motta, 2011).Segun Pucheta Diaz et al. (2006), los HE tienen un gran
potencial como agentes controladores, constituyendo un grupo con mas de 750
especies, diseminados en el medio ambiente y provocando infecciones fungosas a
poblaciones de artrépodos; para Lépez & Hans (2001), entre los géneros mas
importantes estan: Metarhizium, Beauveria, Aschersonia, Entomophthora,
Zoophthora, Erynia, Eryniopsis, Akanthomyces, Fusarium, Hirsutella, Hymenostilbe,
Paecelomyces 'y Lecanicillium.

Los hongos entomopatégenos son capaces de emplear sustratos como la quitina
para su crecimiento, la cual es un importante polisacarido estructural que provee de
integridad estructural y protege a insectos y crustaceos (Gonzales, 2015). Se
argumenta que la quitina natural posee un grado de acetilacion (DA) de 0.66, es
decir, que una de cada tres de sus unidades se encuentra desacetilada. El quitosano
es un copolimero lineal de unidades de 2-acetamido-desoxi-b-D-glucano (GIcNAc)
y 2-amino-2-desoxi-b-D-glucano (GIcN) enlazadas (1-4) en proporciones variables
(Trombotto, 2008), dichas variaciones entre sus proporciones generan los derivados
del quitosano, llamados oligoquitosanos (COS). La hidrélisis o quitondlisis produce
quitosanos con bajo DP y bajo MW. Los quitosanos con DP <20 y de peso molecular
medio de hasta 3900 Da (0,2-30 kDa) se denominan oligbmeros de quitosano,
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quitooligdmeros o quitooligosacéaridos (Muzzarelli, 1993). La separacion y deteccion
de oligdmeros de quitosano puede realizarse mediante técnicas cromatograficas. Si
estan presentes, el monosacarido y los disacaridos pueden detectarse en las
muestras de COS mediante TLC o cromatografia liquida en fases estacionarias para
intercambio i6nico, permeacién en gel, fase normal o inversa con una columna
amino (Mourya et al., 2011).

Los oligoquitosanos se han convertido en una alternativa prometedora a los
fungicidas sintéticos debido a su caracter natural, actividad antifungica y de
respuestas de defensa en el tejido vegetal (Bautista et al., 2006; Terry & Joyce,
2004). Debido a esto, el presente trabajo tuvo como objetivo llevar a cabo una
revisidbn bibliografica sobre la determinacidon de oligoquitosanos obtenidos
enzimaticamente, mediante cromatografia en capa fina y por HPLC, con el propésito
de identificar las condiciones importantes para su obtencién, asi como para su
identificacibn mediante analisis cromatografico. Para poder cumplir con este
objetivo se realizd una revisién sistematica de documentos de diferentes fuentes,
provenientes de distintas revistas cientificas, con un enfoque al tema de condiciones
de cultivo solido para obtener oligoquitosanos; al igual que los métodos para la
identificacion de estos, obtenidos enzimaticamente; asi como condiciones de
operacion de los métodos de HPLC y cromatografia en capa fina, para su analisis.
Los articulos consultados fueron obtenidos mediante el uso de cinco motores de
busqueda diferentes: Google Scholar, Pubmed, ScienceDirect, BIDIUAM y Redalyc.
La busqueda se basd en encontrar estudios previos, que ayudaran a cumplir con
los objetivos planteados. En algunas de las investigaciones presentadas se opt6 por
analizar sus propias referencias bibliograficas con el objetivo de rescatar algunos
otros estudios potenciales respecto al tema. Para la obtencion de la informacién
recopilada se incluyé todo tipo de documento que incluyera los siguientes
descriptivos: oligoquitosano, fermentacion sélida, hongos entomopatégenos,
quitina, quitosano, cromatografia en capa fina, HPLC, que son aquellas definiciones
sobre las que se centré la investigacion. El principal criterio de exclusién fue
aquellos articulos que utilizaron algun otro método de caracterizacidén diferente a
cromatografias. Se localizaron 172 estudios, de los cuales una vez analizados se
descartaron 156. Para proceder a la seleccion se revisaron los abstracts y en caso
necesario los articulos completos con el fin de decidir si la informacion que
contenian estaba o no relacionada con los objetivos de este estudio. En total se
utilizaron 16 articulos de difusién cientifica para cumplir con los objetivos planteados
en este estudio. La informacion recabada se procedi6 a estructurar en 4
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subapartados: el primero, dedicado a las condiciones de cultivo de fermentacién
sélida; el segundo, para la identificacion de oligoquitosanos obtenidos a partir de la
actividad quitinolitica y quitin desacetilasa, y los ultimos dos, con la finalidad de
conocer las condiciones de operacién para el analisis de oligoquitosanos en
cromatografia en capa fina y HPLC, respectivamente.

Como se pudo constatar en esta revision, las mejores condiciones de cultivo solido
para la produccién de oligoquitosanos dependen de las especies y cepas
empleadas, sin embargo, el empleo de un medio mineral en combinacidén con otro
sustrato organico, como cascara de camarén y medio mineral favorece este
proceso. La temperatura (entre 25 — 30 °C), la agitacién y el pH también son factores
criticos que dependen de la cepa y especie para la produccién de COS. Los
oligoquitosanos identificados reportados son compuestos derivados de GIcN con
unidades de glucosamina repetidas (DP) que van desde 2 a 12. Las condiciones de
operacion para la identificacion de COS mediante Cromatografia en capa fina son:
el uso de placas de gel de silice y como fase movil el n -propanol-agua amoniacal
al 30% (2: 1, v/v). Las condiciones de operacion para la identificacion de COS
mediante HPLC son: detectores el espectrometro de masas con trampa de iones y
detector de matriz de fotodiodos (PDA), agua y acetonitrilo como eluyentes y
columna de amina (4,6 x 250 mm, tamafo de particula de 5 um) de Showdex
Asahipak.
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