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1. Introduccion

La Quitina es el componente mas importante en el exoesqueleto de los
invertebrados, por ejemplo, anélidos, artropodos y moluscos. Se encuentra ademas
en hongos y mohos. Es el segundo polisacarido mas abundante en la naturaleza
después de la celulosa. Su féormula quimica es similar, s6lo que en la quitina se
encuentra un grupo acetamida en lugar del hidroxilo en el carbono 2, ambos acttuan
como materiales de defensa y estructurales. Se produce en las paredes celulares
de hongos y levaduras, en el krill, en tendones y exoesqueleto de langostas,
cangrejos, camarones y langostinos, asi como también en cuticulas de insectos.

La quitina se considera como el producto de la separacion de varios constituyentes
a los que se mantiene unida (proteinas, minerales, lipidos y pigmentos) en una
matriz compleja llamada “estructura quitinosa”. Es un polimero lineal con predominio
de residuos 2-acetamida-2-deoxi D-glucopiranosa (N-acetil-D-glucosamina) y en
menos proporciébn de 2-mino-2 deosxi-B-D-glucopiransa (D-glucosamina). La
materia prima es generalmente exoesqueleto de langosta, langostinos, camarones
y cangrejos de varias especies (Pandalus borealis, Euphausisa superba, Pleaticus
muller, Chionoeceter opilio, Japonicus bardii). Lo exoesqueletos de crustaceos, en
base seca, contienen 15-20% de quitina, 25-40% de proteinas y 40-55% de sales
minerales (carbonato y fosfato de calcio). Otros constituyentes son lipidos y algunos
pigmentos, incluidos carotenoides.

La quitina una vez aislada se presenta como un polvo cristalino blanco, insoluble en
agua, solventes organicos, acidos y alcalis diluidos y concentrados. Su escasa
solubiliidad se debe a la formacién de puentes de hidrégeno intermoleculares entre
las cadenas [3-(1,4)-glicosidicas y a su rigida estructura cristalina. Es soluble en
hexafluoropropanol, hexafluorocetona, cloroalcoholes en conjugacion con
soluciones acuosas de acidos minerales y dimetilacetamida conteniendo un 5% de
cloruro de litio. Este polisacarido presenta baja toxicidad y es inerte en el tracto
gastrointestinal de mamiferos.

La quitina es biodegradable, debido a la presencia de las enzimas llamadas
quitinasas, ampliamente distribuidas en la naturaleza y encontradas en bacterias,
hongos, plantas y en el sistema digestivo de varios animales. Las quitinasas estan
involucradas en la defensa contra invasion de bacterias. La quitina desacetilasa es
una hidrolasa perteneciente a la familia 4 de las carbohidrato-esterasas (CE4) y
cataliza la conversion de quitina en quitosana, mediante la desacetilacién de los
residuos de NAG presentes en la molécula de la primera. La quitin desaetilasa
puede desacetilar oligosacarido solubles, producidos por accién de endoquitinasas
sobre la quitina, fendbmeno que puede darse durante la autolisis de la pared celular
de aquellos microorganismos con quitina en dicha estructura. En estudios mas
recientes se ha demostrado que las quitin desacetilasas en general son mas activas
sobre oligosacaridos formados por NAG.



En este trabajo se estudio la capacidad de algunos microorganismos de utilizar este
polisacarido como sustrato en cultivo sdlido, para la produccion de enzimas, asi
como sus productos de reaccion mediante el empleo de las técnicas analiticas,
como la Espectrofotometria de UV-Vis y la Cromatografia de gases, las cuales
fueron empleadas para la identificacion y cuantificacion de estos productos de
interés.

2. Hongos entomopatégenos HE

Los hongos entomopatégenos son organismos capaces de invadir y lisar diferentes
ordenes de artropodos. Estos hongos se pueden desarrollar en ambientes
hidrofobicos, como es el caso de la cuticula de los insectos, la cual esta constituida
principalmente por ceras, proteinas y quitina (Khater y Marin, 2012).

Los hongos entomopatégenos son patdgenos obligados o facultativos que se
desarrollan a expensas de los insectos. Existen mas de 700 especies de hongos
asociados a insectos, algunos de los cuales se utilizan como productos de control
bioldgico, por ser faciles de manipular, multiplicar, ser efectivos en el control de
plagas de importancia agricola y ser inocuos para otras especies y el ser humano
(France, 2000).

Los hongos usan como fuente de carbono la quitina, la cual forma parte del
exoesqueleto de los insectos, ademas de producir compuestos que incluyen
diferentes tipos de enzimas, la funcién de estas es la degradacion del tegumento de
insectos; estd demostrado que la actividad entomopatdgena de los hongos depende
de su equipamiento enzimatico, ya que para la penetracion requiere de la accién de
enzimas hidroliticas como: proteasas, quitinasas y lipasas, que degradan el
tegumento y proporcionan nutrientes al hongo para una mayor proliferacién dentro
del insecto (St. Leger, et al., 1986; Khan, et. al., 2003; Huang, et al., Yang, et. al.,
2007).

El desarrollo de la infeccion se divide en tres fases: 1) la adhesion y germinacion
del conidio en la particula del insecto, 2) penetracion en el hemocele y 3) desarrollo
del hongo, que generalmente resulta en la muerte del insecto (Téllez, et al., 2009;
Broetto et al., 2010). El proceso de infeccion puede explicarse de la siguiente
manera:

a) Un conidio se adhiere a la cuticula del insecto, germina y forma la estructura
de infeccion: el apresorio.

b) Se produce la combinacién de la accion enzimatica que degrada la cuticula,
la cual se rompe debido a la presién osmotica, medida por la generaciéon de altas



concentraciones de glicerol, producto de la hidrélisis causada por las gotas de
lipidos translocadas del contenido germinado.

c)En el hemocele, los cuerpos hifales producen blastosporas para colonizar el
hospedero y aprovechar sus nutrientes, secretan proteinas efectoras y metabolitos
secundarios para evadir la respuesta inmune, por lo que se contrarrestan los
receptores del hospedero (proteinas de resistencia), y producen toxinas.

d)Debido a estas estrategias, el insecto muere, el hongo termina de colonizarlo,
las hifas emergen del insecto y forman las células conoididgenas.

c) Dependiendo de las condiciones, estas Ultimas producen la esporulacion
sobre el hospedero (Cortés, 2018).
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Figura 1. Mecanismo de accion de los hongos entomopatégenos (Crespo,
2016)

2.1.Importancia de los HE
Los hongos entomopatdégenos son muy importantes para el manejo de plagas
dentro de los agroecosistemas, son reconocidos como agentes de control biol6gico
por su capacidad natural de producir diferentes compuestos que causan
enfermedad y muerte a los insectos (Assaf, 2007; Dias, et. al., 2008; Mustafa y Kaur,
2009).



Las especies mas importantes se distribuyen en las clases de los Zigomicetos
(orden Entomophthorales), Deuteromicetos (Hifomicetos) y Ascomicetos (en
particular los géneros Cordyceps y Torrubiella) y originan micosis en diferentes
taxones de Artropodos, pero sin duda, los Deuteromicetos, y en concreto los
Hifomicetos, contienen el mayor numero de especies entomopatdgenas. Las
ventajas de los HE son: poseen mecanismos de invasion que les permiten atravesar
la cuticula o la pared del tracto digestivo de los insectos (tabla 1), actuando como
insecticidas de contacto y no necesitan ser ingerido (Charnley y Collins, 2007). Su
aplicacion y manejo no representa peligro para el hombre y son inocuos en los
productos agricolas (Leng, et. al., 2011; Shahid, et. al., 2012).

Tabla 1. Los hongos entomopatdgenos y sus hospederos (De Albuquerque et
al., 2009)

Subdivision

Clase

Entomopatogeno

Hospedante

Masugomycouna

Chymdiomycetes

Oomycetes

Coelomyces

Leptolegnia
I agenidinm gigantenmn

Larvas mosquitos

Larvas mosquitos

Zygomycotina

Zygomycetes

Macor
Entomophthorales

Vanos por heridas
Diversos

Ascomycotina

P]ccttm‘l_\'cutus

Pyrenomycetes

- I_\'.'.u_f}nf-';m}.r

Cordyceps

Abejas

Varios

Deuteromycotina

Coelomycetes

Hyphomycetes

Asehersonia

Beauveria
Cnlic r;..'.?rf.{r’._" WET
Hirsntella
Metarbizium
Nomuraea
Paecilonmyces
Tolypocladim
Verticillism

Cochinillas v moscas

blancas

Varios

Mosquitos
Acaros

Varios

Noctmudos

Varios

Larvas mosquitos
Cochinillas, maoscas

blancas, pulgones

[(Adaptada de Ainsworth, T973).

2.1.1. Metarhizium anisopliae
Presentan conidiéforo ramificado, conidias cilindricas a ovales que se forman en
cadenas originadas en fialides. Las conidias son producidos en sucesion basipétala,
estando la conidia mas joven en la base de la cadena. Las conidias son blancas
cuando son jovenes, pero conforme maduran toman el color verde oscuro
caracteristico de esta especie. Caracteristicas: Colonias de color verde que varian
desde el olivaceo hasta amarillo-verde o verde oscuro. Desarrollan bien a 26 °C en
Papa -Dextrosa- Agar (PDA), o en Sabouraud Dextrose Agar (SDA), o en (PDA-LC).



2.1.2. Beauveria bassiana
Este hongo ha sido aislado de mas de 200 especies de insectos de diferentes
ordenes, incluyendo plagas de cultivos de importancia economica. La fructificacion
esta constituida por células conididgenas que dorman conidias sucesivas en un
raquis que se desarrolla en forma de zig zag. Esta fructificacion ocurre como
conjunto de células conididgenas unidas. Los insectos muertos por este hongo
presentan una cubierta blanca algodonosa sobre el cuerpo, la cual esta formada por
el micelio y esporas de hongo. Presenta colonias blancas que se vuelven crema,
amarillo palidas, incoloras al reverso, amarillas o rojizas, en medio Papa -Dextrosa-
Agar (PDA) o Agar Papa Dextrosa Levadura de Cerveza (PDA-LC) presentan
aspecto mas pulverulento de blanco a crema, abundante esporulacion (Vega, 2008).

2.1.3. Lecanicillium lecanii

Presenta micelio tabicado, conidi6foros simples o verticilados, mas anchos en la
base y adelgazandose hacia los extremos, en donde se encuentran las conidias
agrupadas en cabezuelas, rodeados de una sustancia mucilaginosa, unicelulares,
hialinos, forma cilindricos y ovoides. Este hongo cubre con un micelio de color
blanco a sus hospederos, rodeandolo con un halo, de alli se le conoce con el nombre
de “hongo blanco de la corona”. Caracteristicas: Colonias blancas o cremas,
algodonosas delicadas, micelio pegado al sustrato, incoloras al reverso, amarillo
palido o amarillo oscuro a los 10 dias a 25 °C en Sabouraud Dextrosa Agar (SDA)
o en Papa Dextrosa Agar (PDA) (SENASA, 2014).

Lecanicillium lecanii es un representante importante de estos patdégenos, pertenece
al grupo de los ascomicetos. Este hongo tiene capacidad para infectar insectos
como la mosquita blanca, pulgones, cochinillas y trips (insectos patdgenos de
plantas) y cobra importancia debido a que ha sido utilizado comercialmente como
una alternativa de biocontrol en agricultura y horticultura (Garraway y Evans, 1984,
Gillespie y Claydon, 1989; Osborne y Landa, 1992; Butt et al., 2001).

2.1.4. Trichoderma harzianum
El tamafio de los conidi6foros es de 62.5-69 x 34.7 um. Los conididferos son de
color verde, presentan diversas ramificaciones perpendiculares, en algunos casos
se observa la formacion de ramas laterales en grupos de dos a tres, ubicadas en un
angulo amplio. El sistema de ramificacion tiene una apariencia piramidal. Las fialides
son largas y delgadas, solitarias a lo lardo del eje, asimétricas, con un tamafo de
6.3-15.6 x 2.7-3.4 ym, con forma citriforme y subglobosos. Sus clamidosporas son
intercalares y formadas por el micelio sumergido, subglobosas, de pared dentada,
color verde suave y un tamafo de 12.5-10 um. Caracteristicas: Micelio blanco y
eventualmente desarrollando un color verde oscuro después de la esporulacion. Las
colonias crecen y maduran rapidamente a los 5 dias de incubacion en medio de
cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) a 25 °C. Generalmente prefieren un pH acido de

8



4.5-5, se desarrolla en areas con un excesivo contenido de humedad y un
estancamiento de biéxido de carbono en la atmosfera (Romero et al., 2009).

2.2. Importancia de la quitina
La quitina es el polimero méas abundante después de la celulosa. Esta presente en
la pared celular de hongos, levaduras y en el exoesqueleto de los invertebrados
como cangrejos e insectos (Rodriguez y Ramirez, 2012). Es un polisacérido natural,
de tonalidad blanca-amarillenta, rigido y no elastico. Se calcula que su tasa de
regeneracion en la biosfera es de casi el doble de la celulosa. La principal fuente de
obtencién de la quitina son los desechos de los crustaceos (Pacheco, 2013).

La quitina, es un homopolimero de B-(1,4) N- acetilglucosamina, es el polimero
biolégico mas abundante en la biésfera después de la celulosa; es el principal
componente estructural en las paredes celulares de los hongos y de exoesqueletos
de invertebrados. Las quitinasas actdan simultaneamente con las proteasas,
involucradas en la degradacion de la cuticula de los insectos. Se encuentran ligadas
a muchas etapas del proceso infectivo de los HE como la germinacion, el
crecimiento hifal, la morfogénesis, la nutricién y defensa contra competidores.

El genoma de los hongos filamentosos contiene entre 10 y 25 quitinasas diferentes.
Algunas de las funciones fisiolégicas de quitinasas incluyen: a) degradacién de la
quitina presente en las paredes celulares de fragmentos de hifas muertas o en los
exoesqueletos de artrépodos, y el uso de los productos de degradacién como una
fuente de nutrientes; b) Remodelacion de la pared celular durante el ciclo de vida
de hongos, durante el crecimiento de las hifas, ramificacion, fusion de hifas, autolisis
y competencia; ¢) defensa contra otros hongos o artropodos que se encuentran en
el mismo nicho ecolégico Todas las quitinasas caracterizadas hasta la fecha, fueron
clasificadas en las familias de GH 18 y 19, catalizan la hidrdlisis del enlace 3-1,4 de
la quitina, del cual se obtiene una cadena corta de quitooligomeros. Las familias GH
18 y 19 no tienen estructuras tridimensionales diferentes, la familia 18 contiene
quitinasas de bacterias, hongos, virus, animales y de plantas, clases Ill y V. La
familia 19 contiene quitinasas de plantas clase I, Il y IV (Sahai y Manocha, 1993).

Dada su importancia en la estructura de la pared, la sintesis de la quitina es una
buena diana para la accién de los antifungicos (Pontén, 2008).

2.3. Caparazon de camaron
El exoesqueleto es el principal producto sélido del camardn, el cual esta constituido
de proteinas, minerales, carotenos y quitina, siendo esta Ultima uno de los
principales componentes, que representa alrededor del 27 % en peso del
caparazon, tomando en consideracion este porcentaje de quitina y que en su



estructura principal estd compuesto por unidades de N-acetilglucosamina, se
propone determinar si es eficiente la obtencion de glucosamina a partir de una
hidrolisis acida de la quitina derivada de los desechos del camaron.

Por su composicion quimica los residuos de camardn son considerados como
materia prima con un amplio potencial industrial, principalmente por la quitina,;
contiene un porcentaje de 3% carotenos, 27%quitina, 30% carbonato de calcio y
40% proteinas (Mustafa y Kaur, 2009).

2.4.Enzimas quitinoliticas
Dependiendo de sus patrones de corte (fig. 2), las quitinasas pueden dividirse en:

e Endoquitinasas: Rompen al azar enlaces internos de la molécula de
quitina, dando como productos secundarios olisacaridos formados de 2 a
6 unidades de N-acetilglucosamina.

e Exoquitinasas: Cortan desde el extremo no reductor de la cadena y el
producto liberado es N-acetilglucosamina. Separan las moléculas de
disacarido quitobiosa a partir del extremo no reductor de la molécula de
quitina, o de aquellos oligosacaridos mayores a 3 unidades de N-
acetilglucosamina.

¢ Quitobiasas: Son enzimas que hidrolizan al disacéarido quitobiosa, en dos
moléculas de N-acetilglucosamina.

¢ N- B-acetilglucosaminidasa o N-B-acetilhexosaminidasa: Corta el enlace
no reducido de la quitina, aunque con preferencia utiliza como sustrato a
la quitibiosa y puede actuar sobre quitotriosa o quitotetraosa.

Un andlisis filogenético de las quitinasas de un genoma secuenciado de hongos
demostré que pueden dividirse en tres subgrupos, Subgrupos A y B (que
corresponde a las clases V y lll, respectivamente) en donde se ubican un grupo
nuevo de quitinasas de alto peso molecular, que todavia no se habia descrito en
hongos filamentosos (Seidl, 2008).

El subgrupo A tiene un dominio catalitico, pero no un CBM (mddulo de unién a la
quitina), en promedio tiene un peso molecular de 40-50 kDa y estan presentes en
todos los genomas de hongos.

El subgrupo B es de tamafio y estructura de dominio muy variable, tienen un peso
molecular que se encuentra entre 30-90 kDa. Se pueden agrupar en pequefios
subgrupos B de bajo peso (30-45 kDa) frecuentemente contienen CBM, una
caracteristica que esta ausente del subgrupo A y en las proteinas de 90 kDa. El
namero de quitinasas del subgrupo B es muy variable entre las diferentes especies
de hongos ascomicetos, se encuentran presentes en: Neurospora crassa,
Magnaporthe grisea, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Mycosphaerella
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fijiensis, Mycospharrella graminicola y Coccidoides immitis. Y basidiomicetos
(Laccaria bicolor, Phanerochaete chrysosporium, Postia placenta).

Subgrupo C es un nuevo grupo de quitinasas en hongos, la quitinasas descrita por
primera vez de este subgrupo fue en Hypocrea atroviridis (Tichoderma atroviride)
CHI18-10 (Seidl, et. al., 2005). Este subgrupo tiene un peso molecular de 140-170
kDa. Las quitinasas del subgrupo C comparadas con los subgrupos A y B sugiere
un papel distintivo y especial en la degradacion de la quitina.

Estudios realizados sobre las quitinas producidas por B. bassiana demuestran que
secreta 20 quitinasas dividas en los tres subgrupos, ocho pertenecen al subgrupo A
(sin un dominio de union a la quitina, CBM), cuatro al subgrupo B (un CBM en el
extremo C-terminal), y ocho son subgrupo C quitinasas (poseen dos dominios CBM
y CBM) (Seidl, 2008).

Endoquitinasas

4 ) -
F ) '/ \ v
Q- QO

Exoquitinasas

0000000000

N-acetilglucosaminidasas

(,«"'~ ~ \ F v.Y. . Y., N ('/m‘
L OOLOOOVOOC - \

Figura 2. Hidrdlisis de quitina mediante quitinasas (modificado de Seidl et al., 2008)
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2.5.Fermentacion solida

La fermentacion en medio sélido se define como el cultivo de microorganismos en
soportes soélidos o semisdlidos en ausencia de agua libre, ya sea en vehiculos
inertes o sobre sustratos insolubles que pueden, ademas, ser utilizados como fuente
de carbono y energia (Pandey, et. al., 2000). El agua necesaria se encuentra en
forma absorbida dentro de la matriz sélida. Las fermentaciones de estas
caracteristicas son aquellas en las cuales el sustrato no esta disuelto ni en
suspension en un gran volumen de agua y los microrganismos que crecen en la
superficie o en el interior de una matriz solida y porosa. La cual estd compuesta por
un sustrato humedo o de un soporte inerte, capaz de absorber los nutrientes que se
encuentran disueltos en una solucién, sin el escurrimiento de liquidos (Pandey,
2003).

2.5.1. Ventajas de la fermentacion sdlida
Entre las ventajas de usar la fermentacion en medio sdlido se encuentra la obtencion
de productos de alto valor agregado. Ademas, se obtiene altos niveles de
productividad; los volumenes de fermentacion son menores a los sistemas
sumergidos y el tratamiento del efluente es reducido. Algunas otras ventajas son:

* Mayores rendimientos, en un menor periodo de tiempo
* Mayor facilidad de recuperacién de los productos
* No se producen espumas

» El riesgo de contaminacion es menor dado los bajos niveles de humedad en
el medio

* Mejor circulacion del oxigeno

» Se puede emplear como sustratos materias primas o residuos de bajo coste
de industrias agricolas

* Se asemeja al habitat de los hongos filamentosos

2.5.2. Aireacion y actividad enzimatica
En la mayoria de los procesos de fermentacion en medio solido participan
microorganismos aerobios; es decir, que para que los microorganismos puedan
crecer requieren de oxigeno, y es por esto por lo que la aireacidon es un factor
fundamental para el desarrollo del proceso.

La aireacion se utiliza para suministrar el oxigeno necesario, extraer el diéxido de
carbono formado, asi como para extraer el calor metabdlico formado, de manera
que el flujo 6ptimo de aire debe tomar en consideracion la naturaleza del
microorganismo utilizado, los requerimientos de oxigeno para el crecimiento y/o la
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formacion del producto deseado, la velocidad de generacion de calor metabdlico, la
concentracion critica del dioxido de carbono y otros metabolitos volatiles, el espesor
de la masa de sélido, entre otros.

La aireacion en las fermentaciones en medio sélido es mas facil que las
fermentaciones sumergidas, porgue la superficie de contacto es mayor entre el aire
y el liquido que estd absorbido en las particulas El tipo de inoculo en las
fermentaciones en medio solido puede ser de dos tipos fundamentales tanto a nivel
laboratorio y a nivel industrial: esporas o micelio. Los procesos fermentativos se
dividen en dos tipos: fermentacion sumergida o liquida (FL) y en medio solido (FMS).
La principal diferencia entre ambos sistemas es la presencia de agua libre (Viniegra,
et. al., 2003)

2.5.3. pHy actividad enzimética

La temperatura es un factor importante en el crecimiento de éstos, y también para
que se lleven a cabo toda una serie de diversas y multiples reacciones quimicas, de
manera que puedan llevar a cabo todas sus actividades celulares. Este factor puede
ser considerado como una variable critica, debido a la alta concentracion de sustrato
por unidad de volumen y a la baja conductividad térmica del sistema heterogéneo
sélido-liquido-gas, lo que favorece la acumulacién del calor metabdlico en el sistema
y un aumento de la temperatura del cultivo.

El pH es otra variable que afecta el desarrollo de los procesos de fermentacién en
estado sélido, este se puede ver afectado por la secrecion de acidos, o algunos
otros metabolitos durante el proceso. Hablando de la fermentacion en medio sélido,
el control es algo complicado mas no imposible; la complejidad es debida a la
ausencia de instrumentos capaces de medir el pH en la capa de liquido que rodea
el sélido.

En cuanto al medio de cultivo sobre el cual se desarrollaran los microorganismos,
este debe tener todos los nutrientes necesarios de forma balanceada y con
concentraciones adecuadas para favorecer el crecimiento del microorganismo. Al
igual que en cualquier otro medio de cultivo, las relaciones entre algunos de sus
elementos son de particular importancia; por ejemplo, carbono-nitrégeno y fosforo-
oxigeno. (Pandey, 2003).

2.6.Métodos analiticos

2.6.1. Espectrofotometria de Luz UV-Vis
La espectrofotometria se basa en la medida de la absorcion, por las diferentes
sustancias, de una radiacion electromagnética de longitudes de onda situadas en
una banda definida y estrecha, esencialmente monocromatica. La banda espectral
empleada en las mediciones se extiende desde las longitudes de onda corta de la
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zona ultravioleta hasta la visible del espectro. Por cuestiones practicas, este
intervalo espectral puede considerarse como si estuviera constituido por dos zonas,
la ultravioleta de 190 a 380 nm y la visible de 380 a 780 nm. La espectrofotometria
en la zona visible es la medida de la absorcion de luz visible, que generalmente no
es monocromatica pero que se selecciona mediante el empleo de filtros
pigmentados o de interferencia. En general, los espectros ultravioleta y visible de
una sustancia, no tiene un alto grado de especificidad, sin embargo, son muy
adecuados para las valoraciones cuantitativas y en el caso de muchas sustancias
constituyen un medio Gtil de identificacion adicional.

El uso de la espectrofotometria de absorcion como procedimiento de valoracion, se
basa en el hecho de que la absortividad de una sustancia en términos generales es
una constante independiente de la intensidad de la radiacion incidente, de la
longitud interna de la celda y de la concentracion, por lo cual ésta ultima puede
determinarse fotométricamente. La Ley de Beer no considera el efecto de
temperatura, la longitud de onda o el tipo de disolvente, pero en la mayoria de las
determinaciones analiticas el efecto de variacion normal de temperatura es
insignificante (Farmacopéa, 2011).

2.6.2. Cromatografia de gases

La Cromatografia de gases es la técnica de mas amplia utilizacién; ninguna técnica
analitica puede ofrecer su capacidad de separacion o su sensibilidad a la hora de
analizar compuestos volatiles. La utilizacion de la cromatografia de gases esta
restringida a la separacion de compuestos con un peso molecular menos de 1000
a una temperatura maxima de trabajo de aproximadamente 400 °C; dentro de estos
limites la Gnica limitacion existente sera la estabilidad térmica. Para realizar una
separacion mediante cromatografia de gases, se inyecta una pequefia cantidad de
la muestra a separar en una corriente de un gas inerte a elevada temperatura; esta
corriente de gas atraviesa una columna cromatografica que separarad los
componentes de la mezcla por medio de un mecanismo de particion (cromatografia
gas liquido), de adsorcion (cromatografia gas solido) o, en muchos casos, por medio
de una mezcla de ambos. Los componentes separados, emergeran de la columna
a intervalos discretos y pasaran a través de algun sistema de deteccion adecuado,
o bien seran dirigidos hacia un dispositivo de recogida de muestras.
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3. Objetivo general
Evaluar la actividad quitinolitica y quitin-desacetilasa de extractos enzimaticos
producidos por fermentacion sélida, a partir de cuticula de camarén.

3.1.0bjetivos especificos

1. Determinar las condiciones de aireacion para la produccién de enzimas
quitinoliticas en fermentacibn sélida, a partir de los hongos
entomopatdégenos:  Metarhizium  anisopliae, Beauveria  bassiana,
Lecanicillium lecanii y Trichoderma harzianum (HE).

2. Evaluar la actividad quitinolitica y quitin-desacetilasa a partir de los extractos
enzimaticos de HE.

3. Determinar los productos de las reacciones enzimaticas (oligoquitosanos),
por Espectrofotometria UV y Cromatografia de gases.

4. Seleccionar el mejor HE productor de actividad quitinolitica vy
quitindesacetilasa.

4. Materiales y métodos

4.1. Materiales
4.1.1. Microorganismos
Los hongos entomopatdgenos: Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae,
Lecanicillium lecanii y Trichoderma harzianum, fueron donados por la Planta Piloto
4 de fermentaciones y el Laboratorio de la Biologia Molecular de la UAM Iztapalapa,
asi como del laboratorio de Biotecnologia de la UAM Xochimilco. Estos
microorganismos fueron conservados en viales con glicerol a -20 °C, propagados
en PDA y/o mantenidos a 4 °C hasta su utilizacion.

4.1.2. Medio de cultivo solido
El medio mineral empeado consistio en (g/L): 6 de NH4SO4, 1.2 de MgSO4, 1 de
NacCl, 15 de KH2PO4, 0.1 de FeSO47 H20, 0.028 de ZnSO4y 0.032 de MnSO4 y 60
g de caparazén de camardn y bagazo de cafia (Barranco et al., 2002) como fuente
de carbono y nitrégeno e inductor de las enzimas hidroliticas.

4.1.3. Tratamiento del soporte
Se empled caparazon de camarédn y bagazo de cafia en una concentracion de 26.47
y 73.53%, respectivamente. El camardn provino de la Central de abastos de la zona
Oriente de la Ciudad de México. La preparacion del caparazon implico la eliminacion
de la pulpa. Este material se puso a hervir en agua, Posteriormente se volvio a hervir
con agua y se le adicionaron 5 mL de HCI 0.2 N, se mantuvo en agitacion por 30
min (sin calor), se retird el liquido y se enjuagé con agua destilada 2 veces.
Nuevamente se le adicioné agua destilada y 20 lentejas de NaOH en agitacion
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constante por 20 min. Por ultimo, se enjuagd con agua destilada y se dejo en estufa
hasta sequedad. El material resultante se molié y tamizo a través de una malla 32.

4.2.Métodos
4.2.1. Preparacion del indculo
El in6culo se prepard de la siguiente manera: los HE se inocularon en matraces
ErlenMeyer de capacidad de 125 mL con medio de cultivo PDA, se incubaron por 7
dias a 28 °C. Posteriormente se trasfirio a cada matraz 10 mL de Tween 80 y un
agitador magnético estériles y se agitd en vértex por 5 min para recuperar las
esporas. Después se hizo una dilucién de cada suspensién (fig. 3) y se obtuvo la
concentracion de conidios por mL de suspensién (células/mL) que se emple6 como
in6culo para la fermentaciéon en medio sélido.

Figura 3. Indculo de los HE para la fermentacion en medio solido.

4.2.2. Fermentacion solida

La fermentacion sélida se llevo a cabo de la siguiente manera; se emplearon 20
frascos transparentes con capacidad de 10 mL por cepa con aproximadamente 1
gramo de materia seca (gms) por frasco. Para cada cepa se colocaron en un vaso
de precipitado 22 gms a los cuales se les adicionaron 33 mL de medio de cultivo,
se mezcl6 homogéneamente y se esterilizé en autoclave a 120 °C y 15 psi por 15
min. Posteriormente, a cada vaso se le adicioné el volumen de medio de cultivo y
suspensién de esporas necesaria para tener una humedad del 75% con un inéculo
de 1 x 107 conidios/gms de los HE en 22 gms (fig. 4). Posteriormente a cada frasco
se le adicionaron aproximadamente 3 gramos de materia hUmeda (gmh). Todos los
cultivos se incubaron a 28 °C por 11 dias.
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Figura 4. Fermentacion soélida de los HE.

4.2.3. Condiciones de aireacion
Una vez que se llenaron los frascos con materia a fermentar, se dividieron en 2
blogues, uno con los frascos tapados con tapon de rosca los cuales se consideraron
sin aireacion, y otro con los frascos tapados sélo con una capa de cubrebocas y una
liga, los cuales se consideraron con aireacion, como se observa en la figura 5.

Figura 5. llustracion de la aireacién en los cultivos de los HE.

4.2.4. Tratamiento de muestras
Una vez iniciada la fermentacion sélida, se tomaron muestras cada 12 h (incluido el
tiempo inicial) y se trataron de la siguiente manera: Se tomé 0.5 g de materia
hameda fermentada (gmhf) y se le adicion6 2 mL de agua destilada, se agité en
vortex por 1 min, se separ6 el sobrenadante, se transfirié a microtubos de capacidad
de 2 mLy se llevo a centrifugacion por 2 min a 10, 000 rpm (fig. 6). El sobrenadante
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se separd y se congeld hasta la determinacion de pH, proteina, actividades
enzimaticas y determinacion de los oligosacaridos. El precipitado se empleé para la
determinacion de biomasa.

(= i mm—

Figura 6. Tratamiento de la materia hUmeda fermentada de los HE.

4.2.5. Determinacion de pH y biomasa
El pH se midi6 a partir de los sobrenadantes o extractos enzimaticos obtenidos en
pHmetro Hanna. La biomasa se ley6 en Espectrofotométro UV-Vis Varian a 600 nm,
cuantificando la cantidad de biomasa con respecto a la absorbancia dada por una
muestra seca, resuspendida en agua destilada y medida bajo estas condiciones de
estudio por triplicado (fig. 7).

Figura 7. Precipitados y sobrenadantes de la materia himeda fermentada de los HE.

4.2.6. Determinacion de proteina
El ensayo de Bradford (Bradford, 1976) se basa en la formacién de un complejo
entre el colorante azul brillante de Coomassie G-250 y las proteinas en solucion. El
colorante libre existe en 4 formas idnicas. La forma azul mas anidnica se une a
proteinas y absorbe a 595 nm. La concentracion de proteinas puede ser evaluada
determinando la cantidad de colorante en su forma idnica azul y midiendo la
absorbancia de la solucion a 595 nm utilizando un espectrofotémetro. El colorante
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se une principalmente a residuos de arginina, triptéfano, tirosina, histidina y
fenilalanina. En este estudio se realiz6 una curva de calibracion empleando
albumina sérica como estandar a diferentes concentraciones de estudio (1-1000
mg/L), adicionando 100 uL de estandary 900 pL de reactivo de Bradford. Los tubos
se agitaron, se dejaron reposar a la oscuridad por 5 min y se leyé absorbancia a
595 nm en un espectrofotometro Varian, contra un blanco. Se realizé el mismo
procedimiento para los extractos enzimaticos de los HE y se cuantificd la
concentracion de proteina a partir de la ecuacion de la recta de la curva de
calibracion

4.3.Determinacion de la Actividad Enziméatica

4.3.1. Actividad N-acetilglucosaminidasa

La actividad se determind usando p-nitrofenol N-acetil-B-D-glucosamina (Sigma)
como sustrato. 100 uL del extracto enzimatico se adiciond a una mezcla de 150 pL
de agua destilada, 200 uL amortiguador de citrato-fosfato 0.2 M (pH 5.6) 0.2 My
400 pL del sustrato (1 mg/mL). La mezcla se incub6 durante 1 h a 37 °C (180 rpm)
y la reaccion se detuvo con 1 mL de una solucién NaOH 0.02 M. El cambio en la
concentracion de p-nitrofenol se calculé empleando una curva de calibracion a 400
nm. (Método modificado de Agrawal y Kotasthane, 2012). Una unidad de actividad
se definié como la cantidad de enzima que liber6é 1 umol de p-nitrofenol por minuto
por gramo de materia seca (umol/min-.gms).

4.3.2. Actividad quitindesacetilasa (QDA)

Se ensay0 de acuerdo con Pacheco et al. (2013) utilizando etilenglicol quitina (EGQ)
como sustrato. La mezcla de reaccion consistio en 100 uL del amortiguador
tetraborato de sodio/HCI, pH 8.5, 100 ug de sustrato en 100 yL de amortiguador y
50 uL de extracto enzimatico se incubé a 37 °C por 30 min, la reacciona se detuvo
con la adicion de 250 pL de H2SO4 al 5 % (v/v) y se dejo reposar por 5 min. Se
agregaron 250 uL de hidracina al 0.5% (p/v) y la mezcla se calenté en bafio Maria
por 3 min. Los tubos de ensayo se colocaron en hielo y se agrego6 FeClsz 0.5 % (p/v),
se dejo reposar 30 min y se leyo contra un blanco a 650 nm. Una unidad de actividad
QDA se defini6 como la cantidad de enzima requerida para producir 1 umol de
acetato por min (umol acetato/min). Se realiz6 una curva de calibracion utilizando
glucosamina como estandar, reemplazando la EGQ por la glucosamina a diferentes
concentraciones y el extracto enzimatico por agua.
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4.4. Determinacién de producto de extracto enzimatico por
Cromatografia de Gases.
El producto liberado durante la fermentacion se cuantificaria por Cromatografia de
gases empleando el cromatografo VARIAN con detector FID y una columna capilar.
Sin embargo, debido a la situacion de la pandemia, no fue posible esta
determinacion y en su caso solo se estudiaron diferentes condiciones de operacion
para la cuantificacién de los productos de las reacciones enziméaticas.

4.5.Seleccién del mejor HE productor de actividad quitinolitica y
guitindesacetilasa.
A partir de los resultados obtenidos de las actividades enzimaticas, se hizo la
comparacion para determinar el HE con la mayor actividad quitinolitica y
quitindesacetilasa.

5. Resultados y discusién
De los extractos obtenidos a partir de las fermentaciones sdlidas con los HE se
obtuvieron los siguientes resultados.

5.1.Condiciones de aireacion
Todas las fermentaciones llevadas a cabo en los frascos ya sea tapados o sin tapar
(fig. 8) tuvieron un tiempo de cultivo de 11 dias en los cuales se pudo observar en
las primeras fermentaciones que al ir pasando el tiempo los frascos que estaban
tapados sélo con la tela se empezaron a secar, motivo por el cual se repitieron estas
fermentaciones, incorporando los frascos en charolas con agua para evitar la
pérdida de humedad en los cultivos.

Figura 8. Cultivos con 48 h de fermentacién antes (a) y después (b) de incubacién sobre charolas
con agua.
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Una vez controlado este problema se tomaron muestras en el tiempo para llevar a
cabo las determinaciones y establecer la mejor condicion para la produccion de las
enzimas quitinoliticas, como se presenta a continuacion.

5.2.Determinacion de pH
En la figura 9 se presentan las cinéticas de pH de los cultivos de los HE. Como se
puede apreciar, independientemente del microorganismo, el pH aumenté con
respecto al tiempo de cultivo. En el caso de M. anisopliae se observd que la
aireacion si tuvo un efecto sobre el pH del cultivo, lo cual se apreci6 después de las
84 h.
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Figura 9. Cinética de pH de los cultivos de los HE.

Algunos estudios reportan que el pH de los cultivos se debe mantener controlado
entre 6-7 para la produccion de enzimas quitinoliticas (Arias Cifuentes, 2015;
Kavanagh K, 2005), sin embargo, en otros estudios mencionan que la actividad
enzimatica se ve favorecida a pH basicos de aproximadamente 8 (Ramirez-Coutifio
et al., 2010; Quijano-Govantes et al., 2004). Este aumento en el pH puede deberse
a la hidrolisis de proteinas, lo cual se puede apreciar con los resultados de proteina,
en donde entre las 72 y 96 h la concentracion empez6 a disminuir.
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De igual manera, el pH es un pardmetro importante para considerar en los cultivos,
ya que puede afectar funciones de la membrana celular, morfologia, estructura
celular, solubilidad y asimilacion de nutrientes, la formacion de metabolitos (Fang y
Zhong, 2002) y la liberacion de NHs4* crea un microambiente modificado por el
hongo, que es un factor que contribuye a su mecanismo de patogenicidad (St-Leger
et al., 1999).

5.3.Determinacion de biomasa
En la figura 10 se puede apreciar que la aireacion si tuvo un efecto sobre la
produccion de biomasa de los HE, en donde la mayor produccién se presentd 12 h
antes en comparacion con los cultivos sin aireacion de Beauveria bassiana y
Lecanicillium lecanii.
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Figura 10. Cinética de biomasa de los cultivos de B. bassiana y L. lecanii.

Mientras que para Trichoderma harzianum y Metarrizium anisopliae, la mayor
produccion se presentd 24 y 48 h antes (14.63 y 17.81 g/L, respectivamente),
como se observa en la figura 11.
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Figura 11. Cinética de biomasa de los cultivos de T. harzianum y M. anisopliae.

Los HE lograron asimilar el sustrato, que en este caso fue la quitina del caparazon
de camaron, lo cual es importante ya que algunos reportes mencionan que la quitina
en hojuelas y la quitina coloidal son méas accesible a los microorganismos (Nawani
et al., 2005), sin embargo, estos resultados pueden deberse al tratamiento previo
que se le dio a la quitina, haciéndola mas accesible para los HE.

5.4.Determinacion de proteina
La determinacion de proteina es un parametro importante para medir ya que es una
medida indirecta del crecimiento microbiano, como lo podemos observar en los
resultados obtenidos. Las concentraciones de proteina obtenidas a partir de los
cultivos de los HE se encontraron en intervalos de 12.97 £0.02 a 77.47+£0.02 mg/L,
como se puede observar en las figuras 12 y 13.
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Figura 12. Proteina de los extractos enziméticos de B. bassiana y L. lecanii.

En casi todos los casos, excepto para T. harzianum, nuevamente la aireacion tuvo

un efecto positivo sobre la proteina producida, siendo L. lecanii quien presento los
mayores titulos de proteina.
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Figura 13. Proteina de los extractos enzimaticos de T. harzianum y M. anisopliae.

Estos resultados sugieren que los microorganismos pudieron hidrolizar el sustrato
proporcionado.
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5.5.Determinacién de la actividad enziméatica

5.5.1. Actividad N-acetilglucosaminidasa
La actividad enzimatica es considerada como medida indirecta de crecimiento de
hongos. En este sentido y bajo estas condiciones de cultivo, la mayor actividad
enzimatica de N-acetilglucosaminidasa se presenté en los extractos de los HE L.
lecanii y M. anisopliae con titulos entre 442.44 y 252.77 U/gms a las 60 y 72 h de
cultivo, respectivamente, como se observa en las figuras 14 y 15.
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Figura 14. Actividad N-acetilglucosaminidasa de los extractos enzimaticos de B.
bassiana y L. lecanii.

B. Bassiana y especialmente L. lecanii y son hongos que se adaptan al cultivo en
estado sdlido de acuerdo con investigaciones realizadas por Barranco y col. (2002;
2009). Otros estudios han reportado la produccién de quitinasas a partir de este
hongo empleando residuos de camarén (Matsumoto et al., 2004) y cultivo liquido
con polvo de cascara de camarones y cangrejo (BingLan et al., 2003). Sin embargo,
se presentaron problemas debido al alto contenido de impurezas en ensilaje, en el
primero caso, y el largo tiempo de cultivo requerido en el segundo. Estos resultados
nos permiten inferir que el sistema de fermentacion es apropiado para la produccién
de enzimas quitinoliticas empleando el caparazén de camardon para inducir su
actividad.
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Es importante resaltar que en el caso de los extractos obtenidos de L. lecanii sin
aireacion, se presentaron actividades enziméticas que se mantuvieron estables por
aproximadamente 60 h (sin diferencia significativa entre estos tiempos de
produccién enzimatica), lo cual es importante porque permite obtener estas enzimas
en tiempos mas cortos en comparacion con otros microorganismos.
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Figura 15. Actividad N-acetilglucosaminidasa de los extractos enzimaticos de T.
harzianum y M. anisopliae.

En un estudio llevado a cabo por Ramirez-Coutifio y col. (2010) usando
Lecanicillium fungicola, observaron que la produccion de quitinasas extracelulares
aumento cuando el pH del medio de cultivo se increment6 de 5 a 8, encontrando
sus actividades maximas entre las 132 y 144 h. Quijano-Govantes y col. (2004)
obtuvieron resultados similares, mostrando un incremento significativo en la
produccion de enzimas quitinoliticas cuando se llevaba a cabo variaciones en el pH,
con la diferencia de que ellos reportan valores de pH oOptimos de 8 y 7 para la
produccén Nhasa y Endo respectivamente, caso similar es el reporte de Ramirez-
Coutifio y col., (2010) quienes reportan pH de produccién 6ptima de 7 y 8 para
Nhasa y Endo respectivamente.
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5.5.2. Actividad Quitin desacetilasa (QDA)
Los titulos de actividad enzimatica obtenidos en ese trabajo podrian ser explicados
por el uso de soportes que favorecen la produccién de las enzimas, como el residuo
de camardn que contiene quitina, ya que se ha descrito que Metarhizium anisopliae
requiere de la accion de QDAs (Murad et al., 2008) al igual que los demas
microorganismos estudiados para actuar sobre estos sustratos, como se observa
en las figuras 16 y 17.
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Figura 16. Actividad Quitindesacetilsa (QDA) de los extractos enziméaticos de B.
bassiana y L. lecanii.

T. harzianum ha sido una de las especies de Trichoderma mas estudiadas, y se ha
determinado en esta especie la produccion de enzimas N-acetilglucosaminidasas,
endoquitinasas, y quitobiosidasas, las cuales tienen funciones importantes en el
control de fitopatdgenos, la produccién de quito-oligosacaridos y en la degradacién
de sustratos de quitina (4,6), el 25- 60% del total de los hongos filamentosos tienen
esta capacidad quitinolitica lo que permite degradar la quitina tanto en condiciones
aerdbicas como anaerdbicas (Ulacio, 2002).
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Figura 17. Actividad QDAs de los extractos enzimaticos de T. harzianum y M.
anisopliae.

En otros estudios han evaluado la produccion de QDAs de C. lindemuthianum en
cultivo solido utilizando dos tipos de soportes: desechos de camarédn y salvado de
trigo adicionado con quitosano (Suresh et al., 2011), reportando 392 y 460 U/gsi a
las 192 y 96 h, respectivamente. Se observé que el rendimiento de la enzima decaia
cuando se pasaba el tiempo 6ptimo de incubacion del hongo probablemente debido
a la accién de proteasas, sin embargo, los medios utilizados no son los mismos. Los
autores mencionan que la diferencia en los tiempos de maxima actividad entre
ambos tipos de sustrato se debe a la naturaleza fisica y la capacidad de retener
agua; en el caso del desecho de camaron el tiempo mas largo de cultivo se podria
deber a la naturaleza compleja y nutricionalmente inerte del mismo (altas
concentraciones de minerales que dificultan la asimilacion de nutrientes) y por otro
lado el menor tiempo de incubacion en el salvado de trigo se podria deber a la
adicion de quitosano (Ulacio, 2002).

Nawani y col., (2005) probaron tanto quitina comercial en hojuelas como quitina
coloidal, encontrando que el medio suplementado con quitina coloidal present6
actividad quitinolitica rapidamente (a partir de las 48 h) alcanzando su maximo en
un tiempo de 96 h. Esto se atribuy6 a que este sustrato presenta facil acceso para
el microorganismo, posteriormente, hubo un descenso en la actividad enzimética,
que fue atribuido al agotamiento del sustrato. Al emplear quitina en hojuela, los
tiempos de produccién de quitinasas se incrementaron, alcanzando el maximo a las
264 h, una vez que las hojuelas estaban completamente disueltas en el medio. En
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otros trabajos se ha reportado que la quitina coloidal, al ser un substrato facilmente
asimilable, puede llegar a reprimir la produccion de quitinasas ya que se pueden ir
generando productos de hidrolisis de la quitina que inhiben la actividad quitinolitica.
Es importante mencionar que dependiendo del tipo de quitina que se emplee es el
patron de quitinasas producidas en el medio ya que se sugiere que el
microorganismo detecta el tipo de fuente de carbono que se esta empleando y
produce las quitinasas apropiadas para poder degradarla (Khan y col., 2010).
Consistente con lo mencionado anteriormente, Fenice y col. (1996) encontraron
actividades quitinoliticas mayores con quitina cruda pero los picos de actividad
aparecen en tiempos mas prolongados (120 h), también reportan que la quitina
cruda favorecio el crecimiento de hongo, asociado con mayor produccion de
proteina en el extracto y, por lo tanto, una actividad especifica menor. En nuestro
caso, los resultados encontrados difieren de lo anterior en el tiempo de produccion
enzimatica maxima, ya que las actividades mas elevadas de QDAs se encontraron
a las 48 h en el mejor de los casos con quitina cruda.

5.5.3. Determinacion de producto de extracto enzimatico por Cromatografia
de Gases

Para poder establecer las condiciones de operacion del cromatografo de gases para
la cuantificacion de los productos de reaccion enzimatica de los extractos crudos
provenientes de las fermentaciones de los HE, se determinaron las condiciones en
cuanto a disolvente, temperaturas, flujos, volumen de inyeccion y tiempo de corrida.
Se probaron disolventes como la acetona, el etanol y el metanol, el cual fue el mas
adecuado para este estudio. De igual manera, se analizaron temperaturas de la
columna que fueron de 100-220 °C, encontrando la mejor resolucion (fig. 13) con
una temperatura de la columna de 130 °C y del detector e inyector de 180 °C, con
un flujo de helio de 25 mL/min, H2 de 75 mL/min y aire de 300 mL/min. El mejor
volumen de inyeccion fue de 4 uL, con un tiempo de corrida de 7 min. Sin embargo,
ya no fue posible analizar las muestras y sblo se determinaron condiciones de
operacion.

5.5.4. Seleccion del mejor HE productor de actividad quitinolitica y
quitindesacetilasa
Los extractos enzimaticos de los cultivos en medio sélido de Lecanicillium lecanii y
Metarhizium anisopliae presentaron los mayores titulos de actividad N-
acetilglucosaminisada, con valores de 444.22+0.02 y 252.77+0.0052 U/gms a las
60 y 72 h, respectivamente. En el caso de la actividad Quitindesacetilasa, los
mejores productores fueron Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae, con
titulos de 8.09+0.001 y 18.65+0.001 U/gms a las 34 y 72 h, respectivamente.
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Es importante enfatizar en el uso de este tipo de residuo como es el caparazon de
camaron para poder emplearlo como sustrato en estos sistemas, ya que la
produccion de enzimas quitinoliticas estd muy regulada por la concentraciéon de la
fuente de carbono, encontrando que ésta puede tener una regulacion dual, lo que
significa que concentraciones bajas puedan inducir la produccion y secrecion de
enzimas quitinoliticas, mientras que concentraciones altas pueden tener un efecto
represor.

6. Objetivos y metas alcanzados

e Se logré establecer que la aireacién juega un papel importante en el
crecimiento y produccion de enzimas quitinoliticas de los hongos
entomopatdégenos estudiados Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana,
Lecanicillium lecanii y Trichoderma harzianum.

e Se llevaron a cabo las fermentaciones sélidas de los hongos en estudio bajo
2 condiciones de estudio, asi como el tratamiento y obtencion de los extractos
enzimaticos provenientes de dichos cultivos.

e Se evalué6 adecuadamente la actividad N-acetilglucosaminidasa vy
Quitindesacetilasa proveniente de los extractos enzimaticos de las
fermentaciones solidas de los hongos entomopatégenos en estudio.

e Se lograron cuantificar los productos de las reacciones enzimaticas por
espectrofotometria UV-Vis y se puso a punto un Cromatdgrafo de Gases
VARIAN CP-338, con detector FID para el analisis de estos.

e Se seleccionaron a los mejores hongos entomopatdégenos por su capacidad
de producir enzimas quitinoliticas y quitindesacetilasas.

7. Conclusiones

La aireacion juega un papel muy importante en los parametros del crecimiento, los
parametros de la fermentacibn y las actividades enzimaticas de los
microorganismos y en especial de los hongos entomopatégenos estudiados en este
trabajo, los cuales se vieron favorecidos bajo estas condiciones de cultivo. En este
sentido, todos los hongos fueron capaces de crecer empleando caparazon de
camaron como fuente de quitina, lo cual lo hace un residuo muy interesante para
seguir empleando como modelo de estudio.

Los HE Lecanicillium lecanii y Metarhizium anisopliae fueron los microorganismos
gue presentaron los mayores titulos de actividad N-acetilglucosaminidasa mientras
gue los hongos Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae presentaron los
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mayores titulos de Quitindesacetilasa, con tiempos de cultivo relativamente corto
que variaron entre 34y 72 h.

El empleo de técnicas cromatograficas usando equipos requiere de un manejo
adecuado para poder llevar a cabo el analisis de las muestras de interés y en este
sentido se logro poner a punto el manejo de un Cromatografo de Gases VARIAN
CP-338, con detector FID.

Se recomienda llevar a cabo las fermentaciones de estos microorganismos con
niveles de aireacion controlados de tal manera que se permita mejorar las
actividades obtenidas en este estudio.
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9. Anexos

Al. Preparacion del reactivo de Bradford

Para la preparacion del reactivo de Bradford se utilizaran 0.025 g/L Azul de

Coomasie G-250, 0.0125¢g/ L etanol, 0.025g/ L acido fosforico, 0.25g/ L agua.

A2. Curva de calibracién de albimina sérica bovina
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Figura A2. Curva de calibracion de albumina sérica por Bradford.

A3. Curva de calibracion de p-nitrofenol.

y = 0.0051x .0
R2=0.9974 .7

Absorbancia (UA)

0 100 200 300 400 500
p-nitrofenol (mg/L)

Figura A3. Curva de calibracion de p-nitrofenol.
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10. Resumen

Los hongos entomopatdégenos son un grupo de microorganismos que revisten gran
importancia en el manejo de plagas dentro de los agroecosistemas, son reconocidos
como agentes de control biolégico por su capacidad natural de producir diferentes
compuestos que causan enfermedad y muerte a los insectos (Assaf, 2007; Dias, et.
al., 2008; Mustafa y Kaur, 2009).

Existen mas de 700 especies de hongos asociados a insectos, algunos de los cuales
se utilizan como productos de control biologico, por ser faciles de manipular,
multiplicar, ser efectivos en el control de plagas de importancia agricola y ser
inocuos para otras especies y el ser humano (France, 2000) y dentro de sus
ventajas se pueden mencionar que: poseen mecanismos de invasion que les
permiten atravesar la cuticula o la pared del tracto digestivo de los insectos,
actuando como insecticidas de contacto y no necesitan ser ingerido (Charnley y
Collins, 2007). Su aplicacién y manejo no representa peligro para el hombre y son
inocuos en los productos agricolas (Leng, et. al., 2011; Shahid, et. al., 2012).

La quitina es el polimero mas abundante después de la celulosa. Esta presente en
la pared celular de hongos, levaduras y en el exoesqueleto de los invertebrados
como cangrejos e insectos (Rodriguez y Ramirez, 2012). Es un polisacarido natural,
de tonalidad blanca-amarillenta, rigido y no elastico. Se calcula que su tasa de
regeneracion en la biosfera es de casi el doble de la celulosa. La principal fuente de
obtencion de la quitina son los desechos de los crustaceos (Pacheco, 2013). Este
polimero es biodegradable debido a la presencia de las enzimas llamadas
quitinasas, ampliamente distribuidas en la naturaleza y encontradas en bacterias,
hongos, plantas y en el sistema digestivo de varios animales. Las quitinasas estan
involucradas en la defensa contra invasion de bacterias. La quitina desacetilasa es
una hidrolasa perteneciente a la familia 4 de las carbohidrato-esterasas (CE4) y
cataliza la conversion de quitina en quitosana, mediante la desacetilacion de los
residuos de NAG presentes en la molécula de la primera. La quitin desaetilasa
puede desacetilar oligosacarido solubles, producidos por accion de endoquitinasas
sobre la quitina, fendmeno que puede darse durante la autolisis de la pared celular
de aquellos microorganismos con quitina en dicha estructura. En estudios mas
recientes se ha demostrado que las quitin desacetilasas en general son mas activas
sobre oligosacaridos formados por NAG.

Dentro de los procesos de fermentacion en medio sélido se puede encontrar la
participan de microorganismos que requieren oxigeno a partir de un cultivo aireado,
siendo un parametro fundamental para el desarrollo del proceso (Pandey 2000,
2003. En tanto que los para la identificacion y cuantificacion de los productos de las
reacciones enzimaticas se requieren de métodos espectrofotométricos y/o
cromatograficos como es el caso de la Cromatografia de Gases, en donde esta
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herramienta analitica es la técnica de mas amplia utilizacion para el andlisis de
compuestos volatiles. La utilizacion de la cromatografia de gases esta restringida a
la separacion de compuestos con un peso molecular menos de 1000 a una
temperatura maxima de trabajo de aproximadamente 400 °C; dentro de estos limites
la Unica limitacion existente sera la estabilidad térmica.

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la actividad quitinolitica y quitin-
desacetilasa de extractos enzimaticos producidos por fermentacion solida, a partir
de cuticula de camardn, empleando los hongos entomopatdégenos Metarhizium
anisopliae, Beauveria bassiana, Lecanicillium lecanii y Trichoderma harzianum.
Para cumplir con este objetivo se llevaron a cabo fermentaciones en medio sélido
empleando caparazén de camardn como fuente de carbono por su contenido de
quitina. Las fermentaciones se llevaron a cabo bajo condiciones simuladas de
aireacion y sin aireacion con la finalidad de determinar el efecto de este parametro
sobre las variables importantes del cultivo, especialmente sobre la induccion de las
actividades N-acetilglucosaminidasa y Quitindesacetilasa. Se pudo comprobar que
la aireacion si juega un papel importante en los parametros del crecimiento, los
pardmetros de la fermentacibn y las actividades enzimaticas de los
microorganismos y en especial de los hongos entomopatdgenos estudiados en este
trabajo, los cuales se vieron favorecidos bajo estas condiciones de cultivo. En este
sentido, todos los hongos fueron capaces de crecer empleando caparazon de
camarén como fuente de quitina, lo cual lo hace un residuo muy interesante para
seguir empleando como modelo de estudio.

Los extractos enzimaticos de los cultivos en medio sélido de Lecanicillium lecanii y
Metarhizium anisopliae presentaron los mayores titulos de actividad N-
acetilglucosaminisada, con valores de 444.22+0.02 y 252.77+0.0052 U/gms a las
60 y 72 h, respectivamente. En el caso de la actividad Quitindesacetilasa, los
mejores productores fueron Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae, con
titulos de 8.09+0.001 y 18.65+0.001 U/gms a las 34 y 72 h, respectivamente.

Es importante resaltar que en el caso de los extractos obtenidos de L. lecanii sin
aireacion, los titulos de actividad N-acetilglucosaminidasa se mantuvieron estables
por aproximadamente 60 h (sin diferencia significativa entre estos tiempos de
produccion enzimética), lo cual es importante porque permite obtener estas enzimas
en tiempos mas cortos en comparacion con otros microorganismos.

Los titulos de actividad enzimatica obtenidos en ese trabajo son explicados por el
uso de soportes que favorecen la produccion de las enzimas, como el residuo de
camardn que contiene quitina, ya que se ha descrito que Metarhizium anisopliae
requiere de la accion de QDAs (Murad et al., 2008) al igual que los demas
microorganismos estudiados para actuar sobre estos sustratos.
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Para poder establecer las condiciones de operacién del cromatografo de gases para
la cuantificacion de los productos de reaccion enzimatica de los extractos crudos
provenientes de las fermentaciones de los HE, se manejé un Cromatografo de
Gases VARIAN CP-338, con detector FID. Sin embargo, ya no fue posible analizar
las muestras y sélo se determinaron algunas condiciones de operacion.

Se recomienda llevar a cabo las fermentaciones de estos microorganismos con
niveles de aireacion controlados de tal manera que se permita mejorar las
actividades obtenidas en este estudio.
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