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RESUMEN

En este estudio se identificoO el mecanismo hidrolitico de extractos enzimaticos con
actividad Nhasa provenientes de hongos filamentosos como B. bassiana y Penicillium
sp utilizando como sustrato dos fuentes quitinosas: camarén y chapulin. Se demostro
gue B. bassiana y Penicillium sp logran mayor actividad Nhasa utilizando chapulin
como inductor. El proceso de purificacion inicié con la precipitacion con sulfato de
amonio al 80% de saturacion (0.40 mU/g y 0.46 mU/g para Psp-Ch y Bb-Ch
respectivamente) seguida de ultrafiltracibn con membrana de 30 kDa (para Psp-Ch
0.30 mU/g y para Bb-Ch 0.59 mU/g de actividad especifica Nhasa), dialisis y
diafiltracion (0.45 mU/g y 0.40 mU/g para Psp-Ch y 0.27 mU/g y 0.36 mU/g para Bb-
Ch). En las etapas de purificacion, la ultrafiltracién tuvo el mayor porcentaje de
rendimiento de 24 % purificando 1.2 veces para Psp-Ch y de 69 % purificando 2.6
veces para Bb-Ch. Se evaluo el efecto de pH y temperatura en conjunto en los
extractos enzimaticos purificados de ambos microorganismos donde se obtuvieron
para Psp-Ch 19 mU/mL de actividad Nhasa en un pH de reaccion de 6 y a 20 °C,
mientras que con el extracto Bb-Ch la mayor actividad Nhasa (16 mU/mL) se obtuvo a

pH 5y 20 °C, siendo para Psp-Ch 1.2 veces mayor.

Los productos de hidrdlisis de sustrato utilizando ambas enzimas indicaron (por medio
de espectroscopia de masas) que el mecanismo de reaccién es de retencion. En
conclusién, la produccién de Nhasas se favorece con chapulin, ya que la interacciéon

hongo-sustrato es més directa debido a la estructura de la cuticula.
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ABSTRACT

In this study, the hydrolytic mechanism of enzymatic extracts with Nhase activity from
filamentous fungi such as B. bassiana and Penicillium sp was identified using two chitin
sources: shrimp and grasshopper. It was demonstrated that B. bassiana and
Penicillium sp achieve higher Nhasa activity using grasshopper as inductor. The
purification process started with precipitation with 80 % saturated ammonium sulfate
(0.40 mU/g and 0.46 mU/g for Psp-Ch and Bb-Ch respectively) followed by ultrafiltration
with 30 kDa membrane (for Psp-Ch 0.30 mU/g and Bb-Ch 0.59 mU/g of Nhasa specific
activity), finally, dialysis and diafiltration (0.45 mU/g and 0.40 mU/g for Psp-Ch and 0.27
mU/g and 0.36 mU/g for Bb-Ch). In the purification stages, ultrafiltration produced the
highest percentage of yield (24 %) purifying 1.2 times for Psp-Ch whilst for Bb-Ch a
yield of 69 % was obtained purifying 2.6 times for Bb-Ch. The effect of pH and
temperature in the purified enzymatic extracts of both microorganisms were evaluated.
In Psp-Ch the maximum Nhase activity (19 mU/mL) was obtained at pH 6 and 20 ° C,
while with the extract Bb-Ch the highest Nhase activity (16 mU/mL) was obtained at pH
5 and 20 ° C, being for Psp-Ch 1.2 times higher.

Hydrolysis products using both enzymes indicated (by mass spectroscopy) that the
reaction mechanism is retention. In conclusion, the production of Nhases is favored
with grasshopper, since the fungus-substrate interaction is more direct due to the

structure of the cuticle.
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INTRODUCCION

La quitina poli [B-(1-4)-2-acetamida-2-desoxi-D-glucopiranosa], es el segundo
polimero més abundante después de la celulosa, desempefia un papel importante ya
que por su estructura molecular permite formar auténticos tejidos que confieren
resistencia y soporte -como componente estructural- al exoesqueleto de artrépodos,
aracnidos, insectos, nematodos, anélidos y otros invertebrados; a la concha exterior

de crustaceos, braquiépodos y moluscos (Pastor, 2004).

Las enzimas quitinoliticas actian de manera sinérgica o sucesiva para hidrolizar la
quitina en mono y oligomonodmeros. Estas son producidas por una amplia gama de
organismos, incluyendo bacterias, hongos, insectos, plantas y animales; las cuales
tienen diferentes funciones en el organismo productor tales como nutricion,
morfogénesis, y defensa contra los patdégenos que contienen quitina (Adrangi y
Faramarzi, 2013).

Los quitin-oligosacéaridos producidos por quitinasas provenientes de hongos
filamentosos en hidrdlisis enzimatica han despertado el interés debido a su amplio
rango de aplicaciones en la agricultura, industria alimentaria, farmacéutica o del
plastico. Se han desarrollado productos nutracéuticos, nematicidas y funguicidas;
algunos tipos de plasticos biodegradables y en el tratamiento de aguas residuales. El
interés comercial de la utilizacion de derivados de quitina ha llevado a la necesidad de
buscar fuentes estables, seguras y baratas de enzimas quitinoliticas aisladas de

microorganismos, como los hongos.

Estudios realizados han elucidado el mecanismo de los productos de hidrdlisis de
quitinasas mediante HPLC, revelando que la mayoria de las Nhasas tienen mecanismo
de retencion indistintamente de la fuente de procedencia (hongos, bacterias y plantas).
Aunque los estudios que incluyen hongos, no se han efectuado en quitinasas de B.

bassiana y Penicillium sp.

En este estudio se proponen tres fuentes de quitina de la region: cuticula de chapulin,

exoesqgueleto de camardn y cuticula de escarabajo harinero (tenebrio) como inductores
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de quitinasas de B. bassiana y Penicillium sp. Asi mismo se determind el mecanismo
de accion sobre la quitina de ambas enzimas por métodos espectroscopicos, indicando

que las Nhasas analizadas hidrolizan la quitina reteniendo su configuracion.
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1. ANTECEDENTES

1.1 La quitinay sus caracteristicas

La quitina, poli [B-(1-4)-2-acetamida-2-desoxi-D-glucopiranosa], es un polisacarido
bésico natural, aislada por primera vez por Braconnot en 1811 a partir de hongos
superiores e identificada por primera vez en 1923 por Odier quien le dio el nombre de
quitina, del griego xiTwv, que significa tinica o cobertura. Sus propiedades Unicas
incluyen la capacidad para formar peliculas (formacion polioxisales), quelatos de iones
metélicos y Opticos con caracteristicas estructurales (Kumar et al., 2000).

La quitina es altamente hidréfobica, insoluble en agua y a la mayoria de los disolventes
organicos. Es soluble en hexafluoro isopropanol, hexafluoroacetona, cloroalcoholes en
conjugacion con soluciones acuosas de &cidos minerales y dimetilacetamida que
contienen cloruro de litio al 5%. La hidrdlisis de la quitina con acidos concentrados bajo

condiciones drasticas produce solo D-glucosamina (Kumar et al., 2000).

Las fibras de quitina se distinguen de otras por poseer propiedades caracteristicas
como: la biocompatibilidad, la no toxicidad, la biodegradabilidad, etc. (Pillai et al.,
2009). Estas propiedades en conjunto con algunas propiedades mecanicas han
logrado obtener nuevos materiales biomédicos con aplicacion biotecnolégica a partir
de la quitina, los cuales sirven como suturas, vendajes para heridas en humanos; en
plantas sirven para cicatrizar tejidos dafiados de la corteza de arboles (Hirano, 1999;
Yang et al.,, 2001). También presentan propiedades fisicas como filmégenas,
gelificantes y espesantes, lo cual le confiere aplicaciones alimenticias y cosméticas
(Rinaudo, 2008).

1.1.1 Estructura de la quitina

Dependiendo de su fuente, la quitina se produce como dos alomorfos a y B, que
pueden diferenciarse por métodos infrarrojos, espectroscopia de RMN en estado
sélido y difraccion de rayos X. Se ha descrito la ¥ -quitina sin embargo a partir de un

analisis detallado, parece que es soélo una variante de la a —quitina (Rinaudo, 2006).
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La diferencia entre las quitinas se encuentra en la disposicion de sus cadenas en la
region cristalina. En la a-quitina, sus cadenas en la region cristalina se presentan en

disposicion antiparalela (figura 1) (Pastor, 2004).

b)

Figura 1. Estructura molecular y enlaces de hidrogeno de a) a-quitina, b) B-quitina.
Tomado de Khor, 2001.

La a-quitina es la mas abundante, posee una estructura compacta la cual se debe a
su cristalinidad, en la cual su cadena antiparalela favorece un fuerte enlace o puente
de hidrégeno (Al Sagheer et al., 2009).

La B-quitina muestra mayor solubilidad, reactividad y mayor afinidad hacia solventes e
hinchamiento en comparacién con a-quitina (Hajji et al., 2014). Estas caracteristicas
se deben a los puentes de hidrégeno débiles atribuible a la disposicion paralela de las

cadenas principales (Rinaudo, 2008). Se produce también en invertebrados, asi como
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en la lorica de algunas algas o protozoos. Una forma particularmente pura de B-quitina
se encuentra en las espinas monocristalinas excretados por los Thalassiosira fluviatilis
diatomeas. Hasta hoy, no ha sido posible obtener B-quitina por biosintesis in vitro
(Roberts, 1992).

1.1.2 Diferencia entre la quitinay la celulosa

La quitina es el segundo polisacarido mas abundante después de la celulosa (Al
Sagheer et al., 2009). La diferencia entre ellas se encuentra en el carbono 2 (figura 2)
donde la quitina contiene un grupo acetamido y la celulosa uno hidroxilo (Pastor, 2004).

b)

Figura 2. Estructura quimica de la quitina (a) y celulosa (b)
Modificado de Kumar et al., (2000)

1.1.3 Fuentes de quitina

Dada la naturaleza de la quitina, esta se puede aislar de exoesqueletos de crustaceos,
moluscos, insectos y hongos con excepcion de los oomicetos, artropodos y nematodos
(Al Sagheer, 2009).
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1.1.3.1 La quitina de crustaceos

En crustaceos, la quitina se produce en sus conchas y se presenta como material
fiboroso embebido en una hélice proteica de seis hilos (Pillai et al., 2009). La a-quitina
se encuentra en hongos y paredes celulares de levadura, en langosta, tendones y
conchas de cangrejo, en cascaras de camaron (Rinaudo, 2008). La fermentacion de

crustaceos puede facilitar la extraccion de quitina (Liu et al., 2014).

La cascara de camarén contiene 15-40 % de quitina, proteinas (20-40 %) y carbonato
de calcio (20-50 %); los pigmentos y sales metélicas son componentes menores. El
rendimiento de las conchas de camardn seco es de 30-35 %, el rendimiento de la
cascara de cangrejo es menor debido al alto contenido de carbonato de calcio (Kurita,
2005).

1.1.3.1 La quitina de insectos

En insectos, la quitina funciona como material de andamiaje con las cuticulas de la
epidermis y la trdquea, asi como las matrices peritroficas que recubren el epitelio
intestinal. El crecimiento de los insectos y la morfogénesis son estrictamente
dependientes de la capacidad de remodelar estructuras quitinosas, para este
propésito, producen continuamente quitin-sintasas y enzimas quitinoliticas en
diferentes tejidos (Merzendorfer et al., 2003). La quitina en el insecto representa del 3-
13 % (p/p) de su peso seco (Muthukrishnan et al., 2012).

En la degradacién de la quitina participan enzimas, estas enzimas se denominan
quitinasas, las cuales son enzimas hidroliticas que rompen enlaces glucosidicos de la

molécula de la quitina.
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1.2 Quitinasas

Las quitinasas son enzimas pertenecientes al grupo de las glucosil hidrolasas (GH)
responsables de la degradacién biologica de la quitina, se encuentran ampliamente
distribuidas en microorganismos, plantas y animales superiores. Sin embargo, la mejor

produccion se observa en los microorganismos (Fortuna, 2009).

1.2.1 Clasificacion de las quitinasas
Las quitinasas se pueden clasificar por su modo de accion, con base en su secuencia

de aminoacidos (familia), por su fuente de procedencia y por el tipo de mecanismo.

1.2.1.1 Por sumodo de accion. Se clasifican en 2 categorias: a) endoquitinasas (E.C.
3.2.1.14) que escinden la cadena de quitina en sitios internos de una manera aleatoria
dando como productos principales el disacarido compuesto de N-acetilglucosamina
(NAG) denominado N-diacetilquitobiosa o quitobiosa, algo de quitotriosa y pequeias
cantidades de otros oligosacaridos; b) exoquitinasas como: las exo-quitobiasas
(E.C.3.2.1.29) que actuan principalmente sobre la quitobiosa, para dar dos moléculas
de NAG,; las N-acetilhexosaminidasas (Nhasa) (E.C.3.2.1.52) que separan una a una
las moléculas de NAG a partir de la quitina; las exo-N-diacetil-quitobiohidrolasas que
catalizan la liberacion, una a una, de N-diacetil-quitobiosa a partir de los productos
liberados por las endoquitinasas; y c) exoquitinasas (sacarificantes) que liberan
moléculas de quitobiosa proveniente de la quitina; estas tres ultimas separan las

moléculas a partir del extremo no reductor (Cruz y Rojas, 1999)

1.3.1.2 Con base en la secuencia de aminoacidos. Estas enzimas se clasifican en
las familias 3, 18, 19, 20, 23, 48 y 84 de las glucosil hidrolasas (tomado de la base de
datos Carbohydrate-Active  enzymes, 2017, http://www.cazy.org/Glycoside-
Hydrolases.html). Las familias GH18, GH20 y GH84 tienen una estructura de barril
(B/a)s. Las familias GH19 y GH23 adoptan una estructura de sandwich B+a, es decir,
regiones alfa y betas separadas. La familia GH48 tiene una estructura de barril (a/a)s
formada por un centro de 6 a-hélices rodeado en sus extremos por otras 6. La familia
GH3 tiene una estructura de barril bipartida (B/a)s + (a/B)s (Adrangi y Faramarzi, 2013)
figura 6.
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c) d)

Figura 3. Estructura tridimensional de enzimas GH.
a) Quitinasa de Aspergillus fumigatus de la familia GH18, estructura de barril (B/a)s. b)
Quitinasa de Carica papaya de la familia GH19, estructura de cristal a + B. c)
Glucohidrolasa de Hordeum vulgare de la familia GH3, dominio bipartido que contiene
una estructura de barril (B/a)s y sandwich (a/f)s. d) Celobiohidrolasa de Clostridium

thermocellum de la familia GH48, estructura de barril (a/a)e.

1.3.1.3 Fuente de procedencia. Las quitinasas también se pueden clasificar

considerando fuente de procedencia y la secuencia de los dominios cataliticos.

e En plantas se dividen en 7 clases (I-VIl). Las clases |, II, IV, VI y VIl pertenecen a
la familia 19 mientras que las clases Ill y V son miembros de la familia 18 (Sarma
et al., 2012).
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En insectos, con base a su secuencia homodloga y la arquitectura del dominio, la
mayoria de las quitinasas pertenecen a la familia 18, la cual se subdivide en 8
grupos (I-VIII), excepto para la quitinasa de Gastrophysa atrocyanea que se ha

clasificado en la familia 48 (Zhang et al., 2011).

En hongos, las quitinasas pertenecen a la familia GH18 y se subdividen en 3
subgrupos (A-C). El subgrupo A contiene un solo dominio catalitico y no tiene CBM
(Modulo de union-carbohidrato), son enzimas procesadoras debido a que tienen
una hendidura profunda en el sitio de unién al sustrato. El subgrupo B no son
procesadoras y ademas, en su dominio catalitico comprenden un CBM con C-
terminal o un dominio no estructurado rico en serina/treonina. El subgrupo C
consiste en CBMs con N-terminal enlazados a un dominio catalitico C-terminal.
Tanto el subgrupo A como el C, tienen una hendidura profunda y estrecha en el
sitio de unidn al sustrato indicando su naturaleza procesadora (Hartl et al., 2012).
La familia GH18 con estructura de barril puede ser tipico de porinas, las cuales
atraviesan membranas o0 se unen a ligandos hidrofébicos, lo cual en el caso de
hongos filamentosos es requisito para su unién con otras proteinas y pigmentos
(Guitierrez et al., 2000).

Las quitinasas bacterianas se encuentran en las familias 18, 19 y 23, la mayoria de
ellas en la familia 18. Con base en la homologia de secuencias, las de esta familia
(18) se clasifican en tres subfamilias: A, By C (Li y Greene, 2010). La distribucion
de la familia 19 parece estar restringida a actinobacterias y bacterias purpuras.
Actualmente, solo se ha identificado una quitinasa de la familia 23 aislada de
Ralstonia sp. A-471 y contiene un dominio N-terminal que enlaza quitina y que esta

unido a un dominio catalitico C-terminal (Prakash et al., 2010).

1.3.1.4 Mecanismo de accién. La catalisis se puede presentar en dos formas,

mediante un mecanismo de retencion de doble desplazamiento y/o uno de inversion

de desplazamiento sencillo (Fortuna, 2009). En bacterias, las quitinasas de las familias

19, 23 y 48 tienen un mecanismo de inversion de desplazamiento sencillo, mientras

gue en la familia 18 de bacterias y hongos se presenta un mecanismo de retencion de
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doble desplazamiento. Las quitinasas de plantas de las familias 3 y 18 tienen
mecanismo de retencion de doble desplazamiento, las de la familia 19 presentan de

inversién de desplazamiento sencillo (Adrangi y Faramarzi, 2013).

1.3.2 Mecanismo de las quitinasas
Las quitinasas catalizan la hidrdlisis del enlace glucosidico, el cual estd mediado por
la accidén de dos residuos cataliticos presentes en el centro activo, uno de los cuales

actua como donador de protones y el otro como nucleéfilo o base.

Para poder entender el mecanismo es necesario recordar algunos conceptos, como
que un nucledfilo es un donador de electrones y que una configuracion anomérica se
refiere a la orientacion espacial determinada por el &tomo del carbono anomérico (a o
B) situado en la posicién 1 de la molécula (Polaina, 2004) (figura 7). La hidrélisis de la
quitina, como se ha mencionado puede ser por via retencion o inversion de la

configuracion.

a-glucosa B-glucosa

Figura 4. Configuracién anomérica de la glucosa.
(Wade, 2004)

1.3.2.1 Mecanismo de inversion de desplazamiento sencillo. Este presenta una
inversion de la configuracion anomérica partiendo del sustrato inicial, donde una
molécula de agua actia como nucledfilo y consta de una sola etapa mediante un
proceso catalitico acido-base (figura 8). Uno de los dos residuos cataliticos opera como
base, facilitando el ataque de una molécula de agua al carbono anomérico y el otro,
como acido, asistiendo la separacién del oxigeno (Polaina, 2004). Lo anterior se

sustenta a partir de estudios de cristalografia de rayos X (Fortuna, 2009).

28



Lo acido Ao
V:’Ag i
O
U \F{ _\\‘1
HOR
OH
H""O\
H
Be BH
~An~  base e

Figura 5. Mecanismo de inversion de las glucosil hidrolasas
AH: sitio catalitico 4cido, B: sitio catalitico base, HOR: nucleéfilo de oxigeno, a

menudo una molécula de agua (Modificado de Vuong, 2010).

1.3.2.2 Mecanismo de Retencion por doble desplazamiento. En este proceso tiene
lugar el ataque del residuo nucledfilo al carbono anomérico, dando como resultado la
formacion transitoria de un enlace covalente entre la enzimay el glucésido. Este enlace
es lo suficientemente estable como para permitir la separacioén del centro activo de la
parte liberada y su reemplazamiento por una molécula de agua, con asistencia de un
segundo residuo catalitico acido/base que actia en la primera etapa como acido,
protonando el oxigeno glucosidico, y como base en la segunda, sustrayendo un protén
de una molécula de agua que escinde el enlace covalente transitorio y regenera a la

enzima, como se observa en la figura 9 (Polaina, 2004).

Acido/Base

Nucleofilo Intermediario

Figura 6. Mecanismo de retencidon de las glucosil hidrolasas.
AH: un sitio catalitico acido, B: un sitio catalitico base, R: derivado de un carbohidrato,
HOR: nucledfilo de oxigeno, a menudo una molécula de agua (Modificado de Vuong,
2010).
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Segun los mecanismos de reaccion de las quitinasas mostrados anteriormente, se

puede observar que los hongos pertenecen especificamente a la familia de las GH18

y presentan un mecanismo de retencion. En han realizado varios estudios referentes

a estos mecanismos (tabla 1), donde se muestran diferentes fuentes de procedencias

de las quitinasas, mostrando con esto que, dependiendo de la fuente y la familia,

mostraran el tipo de mecanismo.

Tabla 1. Estudios de mecanismos hidroliticos de productos anoméricos provenientes

de diferentes fuentes.

argentatus

Fuente Enzima Familia Sustrato m(iedcraor:;;?oo Autor
Clara de Lisozima GH19 N Inversion
Huevo acetilhexasacarid Koga
Name Quitinasa E GH19 0s (anoc:r;ensmo Retencion etal., 1998
Arroz expresado OsChibla GH19 Inversion
Pichia pastoris OsChib1b GH18 Retencion
Bacillus Hexasacarido Sasaki
circulans (anomerismo f3) et al., 2002
WL-12 ChiAl Gh18 Retencion
expresadas en
E. coli
Hoja de pifia PL Chi-A GH18 Pentasacarido Retencion
(Ananas PL Chi-B GH19 (@anomerismo () Inversion Taira. 2005
i Hexasacarido ~ '
comosus) PL Chi-C GH19 (anomerismo B) Inversion
Quitinasa Tetrdmero de
. . Galactosa y N-
Amycolatopsis liberadora de acetilglucosamina Murata
orientalis LNz GH18 Retencion
(N-acetil- enlazado al p- et al., 2005
lactosamina) nitrofenil
(anomerismo a)
Serratia ; Tetrasécarido . Sarlie et al.,
marcescens ChiB GH18 (anomerismo a) Retencion 2007
Cfcl-MBP
(Representacio
n filogenética fo
spergillus niger | de Clado de A. ) etencion
pspergius riger | de Clagoce s | Grls | TSRS | pancion | ME
niger - Proteina N
de unién a la
maltosa)
Estémago del L
pez Pennahia Quitinasa GH18 (;:ggse?ics?:g%) Retencion ot ;Te%%B
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1.3 Caracteristicas particulares de hongos filamentosos

El analisis de més de 25 genomas de hongos hasta ahora ha demostrado que las

quitinasas fungicas pertenecen exclusivamente a la familia GH 18.

Los hongos por su gran adaptabilidad a diferentes variables ambientales poseen
estructuras diversas y maquinarias metabdlicas impresionantes, por lo que han sido
empleados en muchas areas biotecnoldgicas. Dentro de los cuatro filos principales en
que se divide este reino, los Ascomycota y Basidiomycota han sido empleados
ampliamente por la biotecnologia. En este trabajo se estudiaron dos especies fungicas

del primer filo, los cuales se caracterizan por ser filamentosos.

Los hongos filamentosos son microorganismos eucariotas, aerobios facultativos, se
producen de forma sexual o asexual mediante esporas. Los hongos tienen ausencia
de clorofila, no pueden realizar fotosintesis y dependen de materia organica ya
elaborada para nutrirse. Estos poseen una pared celular formada por quitina, por lo
gue deben absorber nutrientes simples y solubles, al contrario de fagocitar los

alimentos (Arias et al., 2008).

1.3.1 Beauveria bassiana
Los hongos entomopatégenos son agentes de control bioldgico de insectos y
artrépodos, frecuentemente causan epizootias y reducen significativamente las

poblaciones plaga (Maranhéo, 2013).

B. bassiana es un hongo entomatégeno cosmopolita que infecta a mas de 700
especies de insectos y ha sido evaluado a nivel laboratorio contra un gran nimero de

insectos plaga (Peteira et al., 2011).

El género Beauveria también conocido como la forma imperfecta del anamorfo
Cordyceps bassiana. Tiene una alta variabilidad genética, lo que permite adaptarse a
diferentes condiciones ambientales y asi atacar a distintas poblaciones de insectos
(Lopez et al., 2015).

31



B. bassiana ramifica su micelio para formar conidiéforos que son simples e irregulares,
los cuales terminan en vértices en forma de racimos, la base de la célula conidiégena
es globosa presentando un adelgazamiento en el area donde se insertan los conidios,
los cuales son hialinos, de redondos a ovoides, sus medidas van de 2-3 X 2 um., €stos
se insertan sobre conidioforos curveados en forma irregular o dispuestos en zig-zag
(figura 3). El hongo se caracteriza por presentar una apariencia polvosa, blanca

algodonosa o amarillenta cremosa en cajas Petri (Tanada y Kaya, 1993) (figura 4).

a) b) C)

Figura 8. Morfologia de B. bassiana
a) Conidi6foros, b) Fidlide, ¢) Conidios. Modificado de Tanada y Kaya, 1993

Figura 9. Caracteristicas macroscopicas de B. bassiana
Modificado de Mouréo, 2002.
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1.2.1.1 Modo de accion

A diferencia de otros patdégenos, los hongos entomopatégenos infectan insectos no
sélo a través del intestino, sino también a través de la cuticula por espiraculos y
principalmente mediante penetracion activa; esta propiedad le ofrece la posibilidad de
infectar huéspedes independientemente de los habitos alimenticios del insecto
(Nicholls, 2008).

La penetracion de la cuticula se logra utilizando una combinacion de presion mecanica
de puntas de hifas en crecimiento y degradacion enzimatica. La penetracion puede ser
directa, o a través de placas penetrantes que pueden fracturar la cuticula (Hajek y St
Leger, 1994).

La cuticula de los insectos esta formada por proteinas y quitina asociada con lipidos y
compuestos fendlicos, los cuales tienen actividades antifungicas, pero se ha
demostrado que B. bassiana posee enzimas lipoliticas que los degradan. El consorcio
enzimatico es capaz de degradar el complejo proteina-quitina (Ferron, 1978).

Conidio
Conidio

Eniriiticnla

Pracniticiila

Fnidarmic

Hemolinfa

Rlactnennra

Figura 10. Modo de infeccién de B. bassiana en insectos. A) penetracion, adhesién,
degradacion, defensay liberacion de toxinas. B) liberacion de toxinas, invasion,
muerte del insecto, ruptura de la cuticula del interior al exterior y esporulacion del
insecto. Modificado (Valero et al., 2016).
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El ciclo de infeccidn de B. bassiana en insectos se puede dividir en siete pasos. 1) La
principal barrera para el patégeno, son las diferentes cuticulas de los insectos, para
permitir la infeccion es necesario que los conidios se adhieran a la cuticula del
huésped, esto se puede hacer a través de corrientes de aire, por la dispersion de gotas
de agua y el crecimiento saprofitico del hongo en el insecto (Holder et al., 2005). 2)
Una vez que los conidios se adhieren a la cuticula, éstos geminan y forman tubos
germinales, que penetran perforando la cuticula para invadir el huésped (Wagner y
Lewis, 2000). 3) Quitina, proteinas de soporte y lipidos son los principales
componentes de la cuticula, para lograr su ruptura es necesario ejercer presion
mecanica sobre ella y la actuacion de algunas enzimas (quitinasas y proteasas) para
degradarla (Charnley et al., 1991). 4) Al romper la cuticula, se permite el crecimiento
de las hifas hasta invadir el hemocel, donde estas producen células in vivo semejantes
a levaduras llamadas blastosporas (cuerpos de hifas) que evitan el sistema de defensa
del insecto y se expanden en la hemolinfa (Wanchoo et al.,, 2009). 5) Estas
blastosporas circulan dentro del hemocel, donde liberan toxinas (algunas de las toxinas
aisladas de Beauveria son: beauvericina, beauverolides, bassianolide, isarolides,
acido oxalico y los pigmentos tenellina y bassianina (Roberts, 1981)) y se alimentan
de la hemolinfa. 6) El éxito de la invasion consiste en desviar la respuesta inmune del
insecto. 7) Una vez que el insecto muere, los conidios rompen la cuticula desde el
interior y esporulan en el insecto; asi comienzan una nueva invasion (Valero et al.,
2016) (figura 4).

1.3.2 Penicillium sp
En 1809 se describioé por primera vez el género Penicillium (Link). Las especies de
Penicillium ubicuas son de amplia distribucién en la naturaleza y abundantes, por lo

gue son consideradas comunes (Martinez et al., 2004).

Las especies de Penicillium se desarrollan en la superficie de materias organicas
hamedas, feculentas, azucaradas, pectinicas. Son aerobios, y aunque poco exigentes
en este aspecto, su micelio es superficial, rara vez las hifas penetran 4 0 5 mm en el

sustrato (Loustau, 1950).
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1.2.2.1 Morfologia

Penicillium se caracteriza por formar conidios en forma ramificada semejante a un
pincel que termina en células conididgenas llamadas fidlides. Existen diferentes tipos
de conidi6foros de Penicillium cuyas ramificaciones forman verticilos (figura 5). Entre
los tipos de conidioforos se encuentra el de pincel monoverticilado, el cual se
caracteriza por tener un verticilo de fialide; el pincel poliverticilado tiene ramificaciones
como ramas, rdmulas, métulas y fialides; y los fialoconidios son conidios generados en
fidlides (Carrillo, 2003).

a) b) c)

Figura 11. Morfologia de Penicillium sp.
a) monoverticilado, b) biverticilado, c) terverticilado.
Modificado de Carrillo, 2003

En la fialide, al dividirse el nucleo, se extiende paralelamente el extremo apical y
posteriormente se estrangula separando a la espora recién formada, a su vez
formando cadenas mediante el conectivo, el cual es la porcién de pared que une entre

si a los conidios.

Los filamentos o hifas alcanzan un didmetro entre 2 0 3 um y tienen septos con un
poro central. Las paredes del estipe, las ramas o las métulas pueden ser lisas, rugosas
0 equinuladas. La pared de las fialides es siempre lisa. Las fialides pueden tener forma
de anfora o ser casi cilindricas con la porcién apical en forma de cono. El tamafio

maximo de las fidlides es de 15 um y la parte terminal no supera los 3 um de largo.
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Los conidios son esféricos o elipsoidales, unicelulares, hialinos que en masa se ven
de color verde, verde azulado, verde aceituna o gris. La pared de los conidios es lisa

0 rugosa segun las especies (Carillo, 2003).

En la naturaleza, la biodegradacion de los sustratos sélidos como los quitino-proteicos,
se realiza generalmente por un consorcio microbiano. Por su insolubilidad, tamafio,
complejidad molecular y composicion heterogénea, estos sustratos no son degradados
dentro de la célula, si no que los organismos recurren a la secrecion de enzimas con
diferente especificidad, para transformarlos o hidrolizarlos en el entorno circundante.
Los compuestos solubles que resultan pueden ser incorporados por las células y servir,
de acuerdo con su composicion, como fuentes de nitrégeno, carbono y energia (Cruz
y Rojas, 1999).

Los reportes acerca la produccién de extractos enziméticos con actividad quitinasa, en
particular de Nhasas en B. bassiana y Penicillium sp en fermentacion liquida son
escasos. En la tabla 2 se muestra que la mayoria se han realizado a nivel de matraz

alcanzado actividades enzimaticas entre 0.42-700 mU/ ug.

Tabla 2. Estudios de produccion de extractos enzimaticos con actividad quitinasa en

B. bassiana y Penicillium sp

o Actividad
_ _ Condiciones »
Fuente Sustrato Enzima | Sistema _ especifica Autor
de trabajo
(mU/ug)
B. bassiana | tenebrio FML, 5 dias a 28 Montesinos,
_ Nhasas 41.00
881.2 molitor matraz °C 2012
B. bassiana ] FML, pH 3, por 2 Jiménez,
chapulin | Nhasas . 2.00
885.2 matraz | diasa 25 °C 2015
B. bassiana ) FML, pH 3, por 2 Jiménez,
camaron | Nhasas i 1.88
885.2 matraz | diasa 25 °C 2015
Penicillium quitina N FML, pH 7, por 3 Lee et al.,
_ Quitinasas i 700.00
spLYG 0704 | coloidal matraz | diasa 30 °C 2009
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Penicillium

quitina N FML, pH 7, por 4 Jadhav et
ochrochloron _ Quitinasas ) 340.90
coloidal matraz | dias a 30 °C al., 2013
MTCC 517
Penicillium ) FML, pH 6, por 2 Jiménez,
chapulin | Nhasas ) 0.56
sp matraz | diasa 25 °C 2015
Penicillium ) FML, pH 6, por 2 Jiménez,
camaron | Nhasas ) 0.42
sp matraz | diasa 25 °C 2015
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2. JUSTIFICACION

Las quitinasas son enzimas que depolimerizan la quitina, sus productos de hidrélisis
son muy importantes en la industria farmacéutica, alimentaria, asi como en el area de
ecologia. Dentro de la clasificacién de las quitinasas se encuentran las Nhasas, las
cuales cortan solo el extremo no reductor liberando monémeros de NAG, siento estas
de gran importancia debido a la especificidad que presentan. Estas enzimas son
producidas por hongos, bacterias, plantas y escasamente animales; sin embargo,
existe poca informacion sobre la produccion de Nhasas y su mecanismo anomerico a
partir de hongos, por lo que en este trabajo se estudiaron dos hongos filamentosos: B.
bassiana (el cual es un hongo entomopatdgeno, que provoca patogénesis en insectos,
crustaceos y aracnidos) y Penicillium sp (que es un hongo fitopatégeno, que provoca
enfermedades a plantas), ambos productores de quitinasas con diversas aplicaciones.
Aunque B. bassiana y Penicillium son productores de Nhasas, la recuperacion (en
gramos) de esta produccion a nivel matraz es baja. Tomando en cuenta todo lo anterior
en este trabajo se propuso proporcionar informacién especifica sobre Nhasas de B.
bassiana y Penicillium sp; y el tipo de conformacion anomérica de sus productos.
Consecuentemente, una vez elucidando este mecanismo, permitira identificar la
aplicacién adecuada de estas enzimas. También se implementaron estrategias para
mejorar la recuperacion de estas enzimas, basandonos en el volumen de produccion
y la utilizacion de distintos sustratos lo cual favorece la purificacion y caracterizacion

de estos extractos.
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3. HIPOTESIS

La produccion y la actividad enzimatica de N-acetilhexosaminidasas en B. bassiana y
Penicillium sp en fermentacion liquida se incrementaran al utilizar chapulin como
fuente de carbono, asi mismo, se obtendrdn quitin-oligosacaridos los cuales

presentaran un mecanismo de retencion.
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4. OBJETIVOS

4.10BJETIVO GENERAL

v" Producir, purificar, caracterizar y determinar el mecanismo hidrolitico de
extractos con actividad N-acetilhexosaminidasa de Beauveria bassiana y

Penicillium sp utilizando chapulin y camarén como fuentes de carbono.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Ildentificar mediante andlisis morfoldgico a Penicillium sp

v Cuantificar la produccién de N-acetilhexosaminidasas a partir de dos hongos
filamentosos: B. bassiana y Penicillium sp; y dos sustratos quitinosos: chapulin
y camaron

v' Evaluar la purificacion enzimatica de los extractos de N-acetilhexosaminidasas
mediante métodos de purificacion y separacion.

v' Evaluar el efecto del pH y la temperatura de los extractos enzimaticos
parcialmente purificados.

v' Determinar el mecanismo hidrolitico de los extractos con actividad N-

acetilhexosaminidasas de B. bassiana y Penicillium sp.
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5. ESTRATEGIA DE TRABAJO

N
Sustratos quitinosos
(Camardn y Chapulin)
Y
~
Tratamiento del sustrato y
molienda Tetrabo_rato de
(Tamafio de particula 149 pm) potasio 1%

Fermentacion liquida
(Beauveria bassiana y Penicillium sp)

[ Fraccion liquida }
|

Determinaciones
(Actividad, proteina'y
azlcares reductores)

Purificacién de
N-acetilhexosaminidasas

Precipitacién
(20, 40, 60, 80 y Centrifugacion Ultrafiltracion Didlisis Diafiltracion
100 %)

N-acetilhexosaminidasas

[
Evaluacién del efecto de

pH y temperatura

Determinacion del
mecanismo hidrolitico
(Espectroscopia de masas)
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Sustrato

Se utilizaron tres fuentes de residuos quitinosos, exoesqueleto de camaron (Penaeus)
provenientes de la embalsadera en la ciudad de Alvarado Veracruz; cuticula de
chapulin (Sphenarium purpurascens) de la comunidad de Santo Tomas Jalieza,
Ocotlan, Oaxaca y cuticula de escarabajo harinero (Tenebrio molitor) perteneciente al

insectario de la Universidad del Papaloapan (donada por el Dr. Oscar NuUfiez Gaona).

6.1.1 Tratamiento de desproteinizacion de sustratos

Los sustratos quitinosos se sometieron a un tratamiento de desproteinizacién con
tetraborato de potasio al 1% a 180 rpm durante 1 h, realizando lavados con agua
destilada hasta neutralizar (Jiménez et al, 2013), después de la desproteinizacion las
muestras se secaron en un horno (Scorpion scientific® modelo: A62060, US) a 65 °C
durante 24-48 h. Posteriormente se realizé la reduccion del tamafio de particula,
moliendo el sustrato en una licuadora industrial (Oster, modelo: 4090), y por ultimo se
hizo pasar por un tamiz (Test Sieve®, Alemania) estandar malla 100 (tamafio de
particula 149 um). Una vez tratado el sustrato se conservo en bolsas herméticas con

cierre dentado marca Ziploc hasta su uso.

6.2 Produccion de N-acetilhexosaminidasas

6.2.1 Microorganismo

Se utilizaron dos cepas: B. bassiana 885.2 perteneciente a la coleccidn de cepas de la
Universidad del Papaloapan, donada por el Dr. Oscar Nufiez Gaona y Penicillium sp.
aislado de papaya en Tuxtepec, Oaxaca, ambas fueron propagadas en medio Agar
Dextrosa Sabouraud al 4% en una incubadora (Prendo modelo: INO 650V-7, MX) a 25
°C. Transcurridos 8 dias se realiz0 la extraccion de esporas mediante agitacion en una
campana de flujo laminar (Veco, MX), utilizando Tween 80 estéril al 0.02 % p/v, al final

de la extraccién se obtuvo una solucién a una concentracion de 1X107 esporas/mL.
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Dicha solucién se conservo a 4 °C para utilizarla posteriormente de manera inmediata

como indculo en la fermentacion liquida.

6.2.2 Fermentacién en medio liquido.

Se llevo a cabo las fermentaciones del cultivo sumergido segun las condiciones de
mayor produccion reportadas por Jiménez, (2015) (tabla 3), las cuales fueron
escaladas a dos sistemas: matraz Erlenmeyer 2 L y biorreactor (Biostat® B, Sartorius,
Alemania) de 6.6 L a las condiciones previamente reportadas. EI medio de cultivo

empleado fue Czapeck modificado (Cira et al., 2002) (anexo 1).

Tabla 3. Condiciones de produccion de Nhasas (Jiménez, 2015).

Condiciones B. bassiana Penicillium sp
pH 3 6
Temperatura (°C) 25 25
Velocidad (rpm) 180 180
Mayor produccion (h) 48 48
Volumen matraz 1 1
L biorreactor 5 5

El medio se esterilizé por calor humedo a 121 °C por 15 minutos y posteriormente se

inoculé 1X107 esp/mL en campana de flujo laminar.

Para la produccion de Nhasas se utilizaron 4 tratamientos, los cuales se describen a

continuacion:

Penicillium sp — Chapulin (Psp-Ch)

Penicillium sp — Camaroén (Psp-C)

Beauveria bassiana — Chapulin (Bb-Ch)

Beauveria bassiana — Camaroén (Bb-C)

No se utilizé la quitina del tenebrio, debido a que la reproduccion del insecto es muy

lenta y eso no permitia el escalamiento en biorreactor.
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6.2.3 Obtencién del extracto enzimatico

La separacion del extracto crudo de la biomasa se realizé mediante filtracion al vacio
utilizando filtros de rayon-poliéster 50-50 % de 15 x 15 cm, puestos a peso constante
previamente. La fraccion solida se secé a 65 °C por 24 h en un horno (Scorpion
scientific® modelo: A62060, US) y la fraccién liquida se centrifugd a 5500 rpm (5585
g’s) por 15 minutos a 4 °C en una centrifuga (Thermo Scientific modelo: Sorvall™
Legend™ X1 rotor: TX-200 Swinging Bucket), separando la biomasa restante del
sobrenadante. El sobrenadante (centrifugado) se filtr6 con filtros Whatman no. 41 y se

conservo por congelacion.

6.3 Purificacion de N-acetilhexosaminidasas

El extracto enzimatico congelado se liofiliz6 empleando una liofilizadora (Labconco

modelo: FreeZone® 4.5, US) a presiéon de vacio 0.016 mBar y temperatura de -49°C.

6.3.1 Precipitacion

El extracto liofilizado se resuspendié en amortiguador de actividad Nhasa (citratos-
fosfatos 0.2 M, pH 5.6) y se someti6 a precipitacién con sulfato de amonio ((NH4)2SO4),
evaluando porcentajes de saturacion (20,40,60,80 y 100 %) a 0 °C a 200 rpm en un
agitador magnético digital (IKA modelo: RO10, Alemania). Una vez lograda la
homogenizacion total del extracto con la sal, se centrifugd a 5500 rpm (5585 g's) por
20 min obteniendo el precipitado, al cual se le determino actividad Nhasa y proteina

soluble.

6.3.2 Ultrafiltracion
El precipitado enzimatico se resuspendio en amortiguador de actividad Nhasa (citratos-
fosfatos 0.2 M, pH 5.6) y posteriormente se ultrafiltr6 con un sistema de filtracion

tangencial (Millipore modelo: Labscale™, US) utilizando membranas con tamafio corte
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de 30 y 60 kDa (Millipore modelo: Pellicon XL, US), obteniendo el retenido, al cual se

le determino actividad Nhasa y proteina.

6.3.3 Didlisis

El retenido se dializé utilizando membranas de celulosa de 33 mm de ancho con
capacidad de 110 mL/ft y un corte de peso molecular de 14 kDa (Sigma modelo:
D9652, US). El proceso se realiz6 en bafio de hielo en agua desionizada, cambidndola
cada dos horas por 12 h en agitacion constante.

6.3.4 Electroforesis

6.3.4.1 Desnaturalizante (SDS-PAGE)

Los pesos moleculares de las proteinas presentes en cada extracto enzimatico se
determinaron mediante electroforesis desnaturalizante a voltaje constante 150 V de 60
a 74 min por la técnica modificada de Laemmli (1970). Las concentraciones de los
geles fueron de 12 % para el separador y de 4 % para el concentrador. Se utilizd un
marcador (Thermo Scientific™ modelo: PageRuler™ Prestained Protein Ladder) de
una mezcla de diez proteinas recombinantes con pesos moleculares de: 10, 15, 25,
35, 40, 55, 70, 100, 130 y 170 kDa (anexo 6). Se realizaron dos tipos de tinciones, la
primera con azul de Coomassie (Bio rad, R-250) y la segunda con tincién de plata
modificada por Ramirez-Coronel (2000).

6.3.4.2 Ensayo de actividad

Las bandas de las proteinas con actividad Nhasa se determinaron mediante un ensayo
de actividad utilizando el sustrato fluorogénico. Se cortaron las bandas del gel
proveniente de la electroforesis desnaturalizante y se trituraron con un pistilo plastico
para homogenizar. Los homogeneizados de cada banda se depositaron en pozos de
una placa de ELISA (Thermo Scientific™ modelo: MicroWell™), a los cuales se les
adiciond Tritdn 100X (Sigma modelo: T8787) al 1 % para renaturalizar por 24 h a 4 °C.
Posteriormente a los pozos correspondientes de cada banda se le adicion6 el sustrato
fluorogénico (4-metilumberiferil- N-acetil-B-D-glucosamina; Sigma, M2133) al 0.03 %

p/v (Omero et al.,, 2001). La presencia de actividad enzimatica se visualizd por la
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presencia de una coloracion fluorescente blanquecina en el pozo correspondiente bajo
iluminacion ultravioleta utilizando un Transiluminador (UVP modelo: LMW-20) a 302
nm (Rocha-Pino, 2009).

6.4 Determinaciones Analiticas

6.4.1 Determinacion de proteina

A los sobrenadantes de las muestras parcialmente purificadas se le cuantifico el
contenido proteico soluble mediante microensayo de Bradford (1976), este contenido
se determiné a 595 nm (Lector de microplacas Bio-rad modelo: iMark, US). La
concentracion de proteina se determiné empleando una curva patrén de seroalbumina

bovina como estandar (anexo 3).

6.4.2 Determinacién de actividad N-acetilhexosaminidasa

A 200 pL de la enzima parcialmente purificada se le adicionaron 200 pL de
amortiguador de citratos-fosfatos (0.2 M, pH 5.6) y 200 uL de solucion de p-nitrofenil-
N-acetil-B-D-glucosamina 1.0 mg/mL (pNAG); esta mezcla se incub6 a 37°C bajo
agitacion (180 rpm) durante una hora, la reaccion se detuvo adicionando 1 mL de
NaOH 0.02 M. Posteriormente se medio la absorbancia a 400 nm (Espectrofotdmetro
Jenway modelo: 6700, US). La actividad enzimatica se define como la cantidad de
enzima que libera 1 pmol de p-nitrofenol por mL de enzima, por minuto bajo las
condiciones de reaccion (Tronsmo y Harman 1993). La liberacion de p-nitrofenol se

determin6 mediante una curva patron (anexo 2).

6.4.3 Determinacion de azucares reductores

Los azlcares reductores se determinaron en los sobrenadantes mediante el método
del &cido dinitrosalicilico (Miller, 1959) empleando una curva patron de N-
acetilglucosamina, a una longitud de onda de 540 nm (Espectrofotometro Jenway
modelo: 6700, US) (anexo 4).
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6. 5 Caracterizacion parcial del extracto enzimatico

6.5.1 Determinacion de pH y temperatura de mayor actividad N-
acetilhexosaminidasa

La determinacion de pH de mayor actividad se efectué evaluando la actividad Nhasa
(Tronsmo y Harman, 1993) en intervalos entre 4.0 - 6.0, con incrementos de 1. Se
utilizé amortiguador acetato de sodio 4.0 mM. La temperatura se determiné evaluando
la misma actividad Nhasa en un intervalo de 10 a 55 °C, con incrementos (5 — 10 °C)

a 800 rpm (Eppendorf® modelo: Thermomixer R, Alemania).

6.5.2 Determinacion del mecanismo hidrolitico de N-acetilhexosaminidasa
7.5.2.1 Hidrdlisis de N-acetilquitin-oligosacéaridos (DP 2-3)

La determinacion de la concentracion de los productos de hidrdlisis empleando el
extracto enzimatico parcialmente purificado, se llevé a cabo utilizando 100 pL de 0.11
mM de N-acetilquitin-oligosacaridos (N, N’, N"-Triacetilquitotriosa, Sigma modelo:
D1523) como sustrato en amortiguador 4.0 mM de acetato de sodio a pH y temperatura
diferentes a 800 rpm (Eppendorf® modelo: Thermomixer R, Alemania). La reaccion se

detuvo poniendo las muestras en bafio de hielo para su posterior analisis (Koga, 2000).

6.6 Caracterizaciéon de los productos hidrdlisis

Se utilizaron filtros pirinola de celulosa regenerada (Millipore, Sterile Syringe Filters,

US) 0.22 um para separar los quitin-oligosacaridos de la enzima.

6.6.1 Espectrometria de Masas

Los productos de hidrdlisis y los estandares de quitin-oligosacéaridos (N-acetil-D-
glucosamina, N, N'-diacetilquitobiosa, N, N’, N"-Triacetilquitotriosa) , se determinaron
por Espectroscopia de Masas (LC Acquity UPCL-I-Class y como detector el MS Synapt
G2-Si). Se analiz6 en una columna C18 (130 A, 1.7 um, 2.1 mm X 100 mm) marca
Acquity UPLC® Beh. El método de lonizacion ESI- Negativo. El horno se utilizé a 28
°C. La elucién de quitin-oligosacéaridos se hizo empleando una solucién acuosa de
acido férmico a 1 ppm a un flujo de 200 pL. La fase mavil utilizada fue agua + acido

formico 0.1% (v/v). El volumen de inyeccion fue 10 pL (modificado de Koga, 2000).

47



7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 ldentificacion morfolégica de Penicillium sp

La identificacion morfolégica de Penicillium sp se realizO mediante la técnica de
microcultivo de Ridell, en el cual se puede observar el crecimiento del micelio aéreo,
al generarse cultivos sobre portaobjetos (Salazar et al., 2013). En esta técnica se
evaluo el ciclo de desarrollo y las caracteristicas micro y macroscoépicas para al final

compararlas con claves taxonémicas.

Las caracteristicas microscépicas observadas durante el microcultivo se compararon
con las claves taxonémicas (Barnett y Barry 1998), dando como resultado Penicillium
sp (ver figura 12). El crecimiento de Penicillium sp en el microscopio se monitoreo cada
2 h.
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d) e)

Figura 12. Caracteristicas microscopicas de Penicillium sp observadas a 40X
(Microscopio Motic). a) hifas segmentadas. b) hifas segmentadas formando superficies.
c) formacion de Penicillium sp. d) Penicillium sp. Fidlides, hifas aéreas, conidi6foro,

conidios, aspecto biverticilado. e) esporas de Penicillium sp.

Las caracteristicas macroscopicas de Penicillium sp se describen en la tabla 4 (figura
13).

Tabla 4. Caracteristicas macroscopicas de Penicillium sp

Forma Definida

Aspecto Algodonosa

Primero blanco y
Color ] _
después verde olivo

Temperatura de
. 25 °C
esporulaciéon

Dias de incubacion De 5 a 8 dias
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Figura 13. Caracteristicas macroscopicas de Penicillium sp

7.2 Tratamiento del sustrato

Los sustratos (chapulin, camarén y tenebrio) se trataron con tetraborato de potasio al
1 % para lograr una desproteinizacion parcial, y asi impedir que proteinas contenidas
en los sustratos interfieran en la produccion de Nhasas. La desproteinizacion se realizé
segun la técnica modificada de Jiménez, (2015); la que alcanza un 90% de

desproteinizacion en el camarén, 85% para chapulin y 70 % para el tenebrio.

7.3 Produccion de N-acetilhexosaminidasas

La fermentacion en medio liquido (FML) o Fermentacion Sumergida (FS) fue empleada
en este trabajo ya que es una técnica que logra un producto mas homogéneo y es mas
sencillo el control de los factores de la fermentacién, como temperatura, oxigeno
disuelto, aireacion, agitacion y pH (Doran,1995). En estos experimentos, se utilizaron

el pH y la temperatura de mayor actividad Nhasa, reportados por Jiménez, (2015).
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7.3.1. Produccién de N-acetilhexosaminidasas con Penicillium sp a pH y
temperatura 6ptima.

En la purificacién de enzimas se requiere gran cantidad de extracto enzimatico crudo
para realizar varios experimentos y réplicas; por lo que se realiz6 un escalamiento,
tomando como referencia el volumen (125 mL) y las condiciones utilizadas por Jiménez
(2015). Para el escalamiento se calcul6 el espacio vacio en el matraz de 125 mL (46
%) y el de 2000 mL (45 %) (anexo 10). El estudio de Jiménez (2015) muestra que para
alcanzar la mayor actividad volumétrica durante la produccién de Nhasas con el hongo
fitopatdégeno Penicillium sp se requiere un pH constante de 3 y una temperatura de

25°C y finalizar la fermentacion a las 48 horas.

Para la produccién de quitinasas en matraces de 2 L se utiliz6 como fuente de carbono
cuticula de chapulin y cuticula de tenebrio desproteinizado, con los cuales se
obtuvieron las concentraciones volumétricas de Nhasas de 0.786 y 1.670 mU/mL
respectivamente (figura 14), esto indica que con tenebrio se obtuvo 2.12 veces mas
actividad volumétrica que empleando Psp-Ch, lo cual arroja que chapulin alcanzo el
30.81% y tenebrio 45.14 % de actividad volumétrica comparado con lo reportado con
Jiménez (2015). Aunque fue mayor la actividad Nhasa en tenebrio, cabe mencionar
que chapulin también mostré actividad Nhasa, lo cual es un dato importante ya que
existen escasos estudios donde se utilicen insectos para la produccién de Nhasas con

el hongo Penicillium sp.

La liberaciéon y produccion del mondmero NAG se cuantifica midiendo los azucares
reductores y la actividad volumétrica Nhasa en el extracto enzimatico. En este
experimento se estdn comparando los azucares reductores con la actividad especifica
Nhasa; estas 2 determinaciones van de la mano, aunque todo depende del sustrato
que se utilice, ya que en el caso de los insectos (chapulin y tenebrio) tienen mayor
contacto con el hongo y el contenido de quitina varia en cada uno (3 - 13 %). En la
figura 15 se puede observar que utilizando chapulin como sustrato los valores de los
azucares reductores y la actividad especifica Nhasa tienen la misma tendencia
llegando a encontrarse a las 48 h, lo que quiere decir que se esta liberando y

produciendo el monémero NAG en ambos casos.

51



2.0
1.8
1.6
1.4
1.2
1.0

Act Nhasa mU/mL

0.8
0.6
0.4
0.2

0.0
0 24 48

Tiempo (h)

Figura 14. Produccion de Nhasas de Penicillium sp,

utilizando como sustrato chapulin [ A ]y tenebrio [ ].

En la figura 16 se observa que los azucares reductores liberados fueron menor en el
caso de la cuticula tenebrio obteniendo 0.037 mg /mL, lo cual es 2.8 veces menor
comparandolo con chapulin, esto se puede deber a la interaccidon del sustrato con el
hongo, ya que pueden existir sustancias que interfieran en la liberacién de estos y
retomando lo descrito anteriormente con la cuticula de tenebrio solo alcanz6 70 % en
la desproteinizacion. En el caso de la actividad especifica Nhasa se observa que existe
un descenso a las 24 h, esto se puede deber a la inhibicién de proteinas contenidas
en el medio ya que como mencione anteriormente no se logro la desproteinizacion total
del sustrato y existen proteinas capaces de interferir en la cuantificacion de la actividad

especifica.
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Figura 15. Azlcares reductores [ A ]y actividad especifica[ ® ] del extracto

enzimético producido por Penicillium sp, utilizando chapulin como sustrato.
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Figura 16. Azucares reductores [ A ]y actividad especifica[ ® ] del extracto

enzimatico producido por Penicillium sp utilizando tenebrio como sustrato.
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7.4 Produccion enzimatica en biorreactor BIOESTAT de 6.6 L

Se realizd un escalamiento en biorreactor a un volumen de 5 L. Considerando para
ello, el espacio vacio de aire contenido en los matraces de 125 mLy 2 L (anexo 10) y
las condiciones de operacion para lograr la maxima produccion de actividad

enzimaética.

7.4.1 Produccion de N-acetilhexosaminidasas con Penicillium sp

En las fermentaciones realizadas en el biorreactor, se utilizd chapulin y camaron
desproteinizados como fuente de carbono, se obtuvo 1.67 y 1.04 muU/mL
respectivamente. A diferencia de las fermentaciones realizadas en matraces de 2 L, la
actividad incremento 2.12 veces en el caso de chapulin (ver figura 17). La produccién
de Nhasas reportada por Jiménez (2015) utilizando exoesqueleto de camaron fue de
4.29 mU/mL, 4 veces mayor a la obtenida en el biorreactor; esto se puede deber a
varias razones, entre ellas esta: la edad del inoculo, el lote del sustrato, el tipo de

sistema de cultivo (Rocha-Pino., et al 2011).

Por otra parte, la actividad Nhasa de la fermentacién en biorreactor Aplikon, reportada
por Ramirez (2009) fue de 6.83 mU/mL a las 144 h utilizando el hongo Verticillium
fungicola y cuticula de camaron fermentada como inductor con un pH controlado de 5
a 24 °C. En este estudio se puede observar que la actividad reportada por Ramirez
fue 4.08 veces mayor a la reportada y se atribuye al tratamiento del camardn antes de

la fermentacion.

La produccién de actividad Nhasa esta medida por la capacidad que tienen las N-
acetilhexosaminidasas de reconocer el extremo no reductor del sustrato liberando
unidades de NAG. Cabe mencionar que, segun Jiménez (2015) quien utilizd los
hongos: B. bassiana y Penicillium sp, la produccion de endoquitinasas era
predominantemente mayor a la cantidad producida de Nhasas. En este estudio, se
decidié trabajar con Nhasas, aunque su produccion es menor presentan mayor
especificidad, por lo que resulta menos compleja la purificacion y la elucidacion del

mecanismo hidrolitico.
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Figura 17. Produccion de Nhasas de Penicillium sp en el biorreactor, utilizando como

sustrato chapulin [ A ]y camarén | ].

En el biorreactor de 6.6 L se observd que utilizando chapulin los azucares reductores
liberados fueron de 0.152 mg /mL a las 0 h, llegando a 0.195 mg /mL a las 48 h, y la
actividad especifica fue de 0.049 mU/ug a las 0 h y de 0.068 mU/ug a las 48 h; en la
grafica se puede ver que en las dos determinaciones existe un aumento, lo que es

similar a lo descrito en los matraces de 2 L (figura 18).

En la produccion de NAG y actividad especifica utilizando exoesqueleto de camaron
desproteinizado como sustrato se tiene 0.235 mg /mL y 0.044 mU/ug, alas 0 h; 0.318
mg /mL y 0.067 mU/ug a las 48 h (figura 19), en los dos casos existe un aumento,
notable, esto se atribuye al porcentaje de desproteinizacion alcanzado en este sustrato
que fue del 90 %. Aunque la cuticula de camardn presenta menor interaccién con el
hongo debido a la cantidad de minerales que contiene, en el caso de Penicillium sp

presenta un buen contacto.
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Figura 18. Azucares reductores [ A ]y actividad especifica[ ® ] del extracto
enzimatico producido por Penicillium sp en el biorreactor de 6.6 L utilizando chapulin

como sustrato.
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Figura 19. Azucares reductores [ A ]y actividad especifica[ ® ] del extracto
enzimatico producido por Penicillium sp en el biorreactor de 6.6 L, utilizando camarén

como sustrato.
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7.4.2 Produccion de N-acetilhexosaminidasas con B. bassiana a pH vy
temperatura 6ptima.

En el biorreactor de 6.6 L se observo que en las fermentaciones de B. bassiana con
chapulin y camaroén se obtuvieron 3.230 y 3.765 mU/mL a las 48 h (figura 20), segun
el andlisis de las fermentaciones B. bassiana es el mejor productor de Nhasas
utilizando camarén desproteinizado como sustrato, esto se atribuye al tratamiento de
desproteinizacion, en el cual el camarén alcanzé el 90 % y al contenido de quitina en
el camaron que es de 20 % (peso seco) (Cira et al., 2002), esto es mayor al contenido
de quitina en el chapulin pues contiene del 3-13 % (peso seco). Aunque la actividad
enzimatica en el camaron y el chapulin son muy similares, esto se puede deber al

contacto a la interaccién hongo-sustrato que presentan.
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Figura 20. Produccion de Nhasas de B. bassiana en el biorreactor, utilizando como

sustrato chapulin [ A ]y camarén|[ ¢ ]
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Matsumoto et al., 2004 realiz6 fermentaciones en cultivos sumergidos utilizando
esporas y micelio como indculo del hongo Verticillium lecanii (ATCC 26854) y como
sustrato desechos de cabezas de camardn fermentadas, obteniendo una actividad
especifica Nhasa de 418.5 y 732.8 U/mg de proteina respectivamente, siendo esto
mayor a lo obtenido en este trabajo utilizando esporas de B. bassiana y camaron

desproteinizado como sustrato (figura 22).
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Figura 21. Azucares reductores [ A ]y actividad especifica[ ® ] del extracto
enzimatico producido por B. bassiana en el biorreactor de 6.6 L utilizando chapulin

como sustrato.

En la figura 21 se puede observar que utilizando chapulin desproteinizado no hubo
azucares reductores presentes, esto se puede deber a que la desproteinizacion de la
quitina no fue total en el chapulin por lo tanto debe de haber otros compuestos

presentes en la fermentacion, los cuales impiden la liberacién de estos azlcares; entre
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ellos pueden encontrarse proteinas, glicoproteinas y proteoglicanos (Merzendorfer et
al., 2003).

En cuanto a la actividad especifica Nhasa con B. bassiana solo hubo crecimiento con
chapulin desproteinizado, siendo nula con camaron desproteinizado. Este
comportamiento es muy similar al que se tuvo con Penicilium sp, como ya se mencion6
anteriormente el camardn en algunos casos dificulta el contacto con el hongo debido
la gran cantidad de minerales que contiene; aunado a esto recordemos que no se logro
la desproteinizacion total en ninguno de los sustratos, y por lo tanto pueden existir otros
compuestos que interfieren en la produccion de Nhasas, azucares reductores y

actividad especifica Nhasa.

Algo que es importante mencionar, es que independientemente de los resultados de
las determinaciones, se logr6 producir Nhasas con sustratos no comerciales (chapulin
y tenebrio), siendo camardn desproteinizado con B. bassiana el mejor productor de

Nhasas.
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Figura 22. AzlGcares reductores [ A ]y actividad especifica[ ® ] del extracto

enzimatico producido por B. bassiana en el biorreactor de 6.6 L utilizando camarén

como sustrato.
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7.5 Determinacion del peso molecular de N-acetilhexosamidasas

Para la deteccion de las quitinasas se realizé un analisis empirico de todas las
fermentaciones. El extracto liofilizado se resuspendié en amortiguador citrato-fosfato
pH 5.6 y se dializ6. Después se realizaron geles de poliacrilamida (figura 23), se
detectaron las bandas, cortaron y se homogenizaron para realizar el ensayo de

actividad en placas de Elisa.
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Figura 23. Gel de electroforesis (SDS-PAGE). Primer ensayo. Bandas electroforéticas
Psp-Ch, Psp-C, Bb-Ch y Bb. Tincién de Coomassie. Marcador Thermo. Carril 2,3y 4:
Psp-Ch; Carril 5y 6: Psp-C; Carril 7y 8: Bb-Ch; Carril 9y 10; Bb-C.

En el ensayo de deteccion de Nhasas (SDS-PAGE) donde se analizaron todas las
fermentaciones se observaron varias bandas de los extractos provenientes de Psp-Ch
y el Bb-Ch, mientras que en los extractos de Psp-C y la Bb-C no se observaron bandas

visibles que pudieran tener relacion con las quitinasas, como se observa en la figura
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23. Debido a esto se realiz6 un ensayo de actividad Nhasa (método fluorogénico) de
todas las fermentaciones (figura 24) para corroborar que efectivamente los carriles de
Psp-C y Bb-C no tuvieran esta actividad; dicho ensayo arrojo que los extractos con
actividad Nhasa fueron los que dieron una fluorescencia color azul intensa al
observarse con luz ultravioleta. Los extractos con actividad Nhasa fueron Psp-Ch y Bb-

Ch, los cuales fueron purificados posteriormente.

Psp-Ch

Bb-Ch

Psp-C

Bb-C

Figura 24. Ensayo de actividad de los extractos de Psp-Ch, Psp-C, Bb-Ch y Bb-C

utilizando un sustrato fluorogénico (4-metilumberiferil- N-acetil-B-D-glucosamina).
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7.6 Purificacion de los extractos enzimaticos de Beauveria bassiana

y Penicillium sp con actividad Nhasa.

Una vez detectada la actividad Nhasa mediante el ensayo previo de actividad y por
gel, se procedid a la purificacion de los extractos crudos de Psp-ch y Bb-ch; ya que
solo estos mostraron dicha actividad.

Los extractos liofilizados (Psp-Ch y Bb-Ch) se resuspendieron en amortiguador de
actividad citrato fosfato pH 5.6, obteniendo una actividad especifica Nhasa de 0.25
mU/ug para Psp-Ch y de 0.5 mU/ug Bb-Ch. Después de la liofilizacién del extracto
enzimatico (Psp-Ch y Bb-Ch), se tom6 una porcion y se resuspendio en amortiguador
de actividad Nhasa; posteriormente se precipitd con sulfato de amonio a diferentes
porcentajes de saturacion (20, 40, 60, 80 y 100%).

En los extractos de Psp-Ch se observo que con la saturacion de 20 y 40 %, no se
forma el precipitado, por lo tanto, se tomo la actividad del sobrenadante la cual fue de
0.688 y 0.878 mU/mL respectivamente. La tendencia de la curva fue incrementando
hasta obtener la mayor actividad en el precipitado de 11.331 mU/mL al 80 % de

saturacién como se observa en la figura 25.
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Figura 25. Precipitacion con sulfato de amonio de Psp-Ch a diferentes porcentajes de
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Figura 26. Precipitacion con sulfato de amonio de Bb-Ch a diferentes porcentajes de

saturacion con (NH4)2SOa.
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Para la Bb-Ch (figura 26) no se obtuvo precipitado en la saturacién de 20 % por lo que
de igual forma se tomo del sobrenadante obteniendo 1.907 mU/mL. Aunque al 40 %
de saturacion hubo una ligera baja, la tendencia de la curva después de este punto
sigui6 incrementando hasta obtener la mayor actividad al 80 % de saturacion con 9.794
muU/mL.

Debido a las actividades volumétricas obtenidas en la precipitacion, se pudo observar
que las mayores actividades fueron al 80 % de saturacion por lo que esta parte de la
purificacion se realizé de esta manera a lo largo del experimento. Aunque a diferencia
de lo descrito por Nguyen et al., (2015), quien precipitdé con sulfato de amonio y obtuvo
la mayor actividad quitinasa al 65 % de saturacion, la saturacion obtenida en nuestro
experimento es alta debido a que a las regiones hidrofébicas de las proteinas
contenidas en el extracto enzimatico son pocas y precipitan mas lentamente, de igual
forma soportan cierta cantidad de sales hasta la saturacion completa donde ya no

existen regiones hidrofébicas expuestas para interaccionar.

Una vez obtenido el precipitado de los extractos enzimaticos, se procedio a la realizar
una ultrafiltracién para concentrar y separar por peso molecular las Nhasas, en donde
se obtuvo para Psp-Ch 0.30 mU/ug y para Bb-Ch 0.23 mU/ug. La ultrafiltracion es una
técnica altamente definida, debido a las membranas poliméricas que utiliza para
separar por peso molecular. En esta técnica se utilizO una membrana de 30 kDa, ya
qgue en el ensayo de actividad Nhasa los pesos moleculares de las enzimas fueron
entre 30 y 50 kDa. La presion utilizada en la ultrafiltracion fue de 2.07 bar (30 psi) para
el medidor de presion de alimentacion y de 0.69 Bar (10 psi) para la valvula de

retencion.

Después de la ultrafiltracion, el retenido mayor a 30 kDa se dializ6 en una membrana
de 12 kDa para eliminar las sales del extracto. El dializado se concentr6 por diafiltracion
en filtros para centrifuga Amicon con tamafio de corte de 10 kDa. La enzima se lavo y
recuperd para posteriormente conservarla y realizar experimentos de hidrolisis

enzimatica.

El extracto enzimatico Psp-Ch tratado en los diferentes pasos de purificacion mostrd

un rendimiento final 7 % y un factor de purificacion final de 1.6, esto se muestra en la
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tabla 5. El Bb-Ch obtuvo un rendimiento final de 9 % y un factor de purificacion de 1.6,

como se observa en la tabla 6.

Debido a los resultados obtenidos en el tren de purificacion no se recomienda dializar,
ya que se pierde actividad y rendimiento en algunos casos, después de la didlisis,
existen varios factores que pueden afectar en este técnica, como por ejemplo utilizar
algun amortiguador distinto, aunque en algunos estudios es necesario para mantener
la estabilidad de la proteina, también puede afectar el tipo de membrana utilizada y el
llenado de la bolsa de didlisis; por lo que se sugiere después de la ultrafiltracion,
realizar lavados en los tubos para centrifuga hasta obtener mayor actividad o probar
con diferentes tipos de membranas y marcas asi como cuidar la solucién con que se

dializa.

Tabla 5. Purificacion de Nhasas de Penicillium sp con chapulin como sustrato (Psp-
Ch).

Proteina
total Actividad | Actividad .
Fraccion (ug de total especifica Eﬁ?ﬁgarlccijgn Rend(lo%lento
proteina (mU/mL) (mU/qg) P 0
soluble/ml)
Extracto
crudo 5778.61 1446.35 0.25 1.0 100
Precipitacion
80 % 645.24 257.63 0.40 1.6 18
saturacion
Ultrafiltracion
(retenido) 1157.23 343.79 0.30 1.2 24
30 kDa
Dialisis 453.95 204.43 0.45 1.8 14
Diafiltracién 252.49 101.28 0.40 1.6 7
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Tabla 6. Purificacion de Nhasas de B. bassiana con chapulin como sustrato (Bb-Ch).

Proteina
total Actividad Actividad I
Fraccion (ug de total especifica Eﬁ?itgz;c?gn Rend(lc;r;)lento
proteina (mU/mL) (mU/pg) P
soluble/ml)
Extracto 599533 | 1341.90 0.23 1.0 100
crudo
Precipitacion
80 % 628.74 287.74 0.46 2.0 21
saturacion
Ultrafiltracion
(retenido) 1583.26 931.12 0.59 2.6 69
30 kda
Didlisis 655.67 178.71 0.27 1.2 13
Diafiltraciéon 329.42 117.15 0.36 1.6 9
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7.6.1 Andlisis electroforético (SDS-PAGE)

Los resultados de las bandas proteicas antes de la purificacion en los geles se
observan en la figura 27. En esta figura se pueden observar todas las bandas antes
de proseguir con la purificacion, estas se encuentran tefiidas con tincion de plata. Los
pesos moleculares del marcador son: 10, 15, 25, 35, 40, 55, 70, 100, 130y 170.

Marcador Psp-Ch Marcador Bb-Ch
kDa
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70
55
40
35
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10

Figura 27. Gel de electroforesis (SDS-PAGE). Bandas electroforéticas Psp-Ch y Bb-Ch

antes de la purificacién. Tincion de plata. Marcador Thermo

En el caso del Psp-Ch, se obtuvieron mas de 6 bandas activas (figura 28), pero solo 6
fueron legibles debido a que aun faltaba parte de la purificacién, las bandas
observadas tuvieron pesos moleculares de 13.84, 27.87, 36.47, 47.74, 62.48 y 77.48
kDa. Para la Bb-Ch también fueron 6 bandas con peso moleculares de 13.84, 19.12,
40.62, 42.87, 73.42 y 81.77 kDa. Las bandas de peso molecular menor a 30 kDa se
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atribuyen a lectinas y proteasas segun la literatura. Aunque se encontraron bandas
menores a 10 kDa, no se identificaron y se despreciaron en la purificacion. Estas

bandas se pueden observar en la figura 28.

Lee et al., (2009) purificé una quitinasa de Penicillium sp. LYG 0704 aislada del suelo
de cultivo de la Universidad Nacional de Chonnam, el peso molecular de la quitinasa
se estimé en 47 kDa mediante SDS-PAGE. Otro estudio, como el de Patil et al., (2013)
quien trabaj6é con una cepa altamente quitinolitica proveniente de Penicillium
ochrochloron MTCC 517, adquirida de MTCC, Chandigarh, India. La quitinasa
purificada mediante SDS-PAGE tuvo un peso molecular de 64 kDa. Los estudios
anteriores demuestran que las bandas de 47.74 y 62.48 kDa observadas en el Psp-Ch

coinciden con la produccion de quitinasas del género Penicillium.

kDa Psp-Ch kDa Bb-Ch
170 170
188 130

77.48 100
70 :] 70 81.77
- [ 16248 55 73.42
40 :] ar.74 40 42.87

36.47 35 40.62
35 27.87
25 25 19.12
15 15

[ 1384 13.84

10 10

Figura 28. Gel de electroforesis (SDS-PAGE). Bandas electroforéticas Psp-Ch y Bb-Ch.

Tincién de Coomassie. Marcador Thermo.
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7.6.2 Ensayo de Actividad con sustratos fluorogénico sintético.

Una vez obtenidos los pesos moleculares de las proteinas, se realizé un ensayo para
determinar la actividad Nhasa de las bandas con peso molecular similar a las
reportadas en algunos trabajos, usando un sustrato fluorogénico (4-Metilumbeliferil N-
acetil-B-D-glucosamina). Las bandas con actividad Nhasa presentaron mayor
fluorescencia, los extractos enzimaticos tuvieron los siguientes pesos moleculares:
36.47,47.74,62.48, 77.48 kDa para el extracto de Psp-Chy; 40.62, 42.87, 73.42 81.77,
kDa para el extracto de Bb-Ch (figura 29). Los pesos moleculares de las bandas con
actividad concuerdan con las quitinas citadas por algunos autores. En el 2012 Xiayun
et al., purificd una quitinasa de la bacteria Streptomyces roseolus, la cual pertenece a
la familia GH18, a esta familia también pertenecen los hongos, la quitinasa purificada

tuvo un peso molecular de 40 kDa y presento actividad antifangica.

Ramirez (2009) mencioné que bandas proteicas con pesos moleculares de 23 a 45
kDa corresponderian a enzimas con actividad quitinolitica, utilizando V. lecanii. En otro
estudio Nguyen et al., (2015) purificé quitinasas a partir de Lecanicillium lecanii,
obteniendo una quitinasa con peso molecular 33 kDa y utilizando una placa de agar
que contenia 0.5 % de quitina coloidal para determinar actividad quitinasa.

Comparando los estudios anteriores podemos decir que la actividad quitinolitica
encontrada producida por microorganismos pertenecientes a la familia GH18 tienen un
rango entre 30 y 40 kDa. Sin embargo, en este estudio, se puede llegar a la conclusion
de que las bandas encontradas con actividad Nhasa estan entre 30 a 50 kDa, y las

bandas mayores a 70 kDa pueden pertenecer a enzimas con actividad proteolitica.
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Figura 29. Ensayo de actividad Nhasa de las bandas proteicas utilizando sustrato

Psp-Ch
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81.77
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fluorogénico (4-Metilumbeliferil N-acetil-B-D-glucosamina) de Psp-Ch y Bb-Ch.
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7.6.3 Produccion de quitin-oligosacéaridos mediante hidrolisis enzimatica

Las quitinasas de la familia GH18 catalizan la hidrdlisis de la quitina, esto da lugar a la

produccion de los quitin-oligosacaridos, los cuales son parte esencial de este trabajo.

Para ello, se
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Figura 30. Produccion de quitin-oligosacaridos mediante hidrolisis

enzimatica utilizando extracto enzimatico purificado de Psp-Ch y sustrato

comercial (N, N’, N"-Triacetilquitotriosa) a diferentes pH’s (3, 4, 5y 6).

oligosacaridos,

realizando experimentos de hidrolisis utilizando

los extractos

71



purificados de Psp-Ch y Bb-Ch, siguiendo el protocolo de Koga en el 2000 y 2002, en
el cual se utilizaron 100 uL a 0.11 y 0.125 mM de quitooligosacaridos en amortiguador
de acetato de sodio 4.0 y 4.4 mM, pH 4.0 - 6.0, temperatura 25 °C, por 20 y 30 min con
una relacion E/S (1:10). En este trabajo se utiliz6 como sustrato un trimero (N, N’, N"-
Triacetilquitotriosa) en amortiguador acetato de sodio 4.0 mM, pH 3 — 6, temperatura
10- 70 °C por 25 min y una relaciéon E/S (1:10), figura 30 y 31.
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Figura 31. Produccion de quitin-oligosacaridos mediante hidrolisis enzimatica
utilizando extracto enzimatico purificado de Bb-Ch y sustrato comercial (N, N’, N"-

Triacetilquitotriosa) a diferentes pH's (3,4, 5y 6).
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En la figura 30, se puede observar que la hidrélisis con Psp-Ch utilizando el sustrato
comercial trimero (N, N’, N"-Triacetilquitotriosa) a pH 3, pH 4 y pH 5 tuvieron el mismo
comportamiento, variando la actividad Nhasa entre 4 y 7 mU/mL; mientras que a pH 6
se mostrd la mayor actividad Nhasa con 19 mU/mL a 20 °C (figura 30).

Tomando en cuenta los datos anteriores para el extracto enzimatico purificado Psp-
Ch, se dedujo que el pH y la temperatura Optima fue 6 y 20 °C. Lo descrito
anteriormente concuerda con lo reportado por Del Pino et al., (1999) quienes
obtuvieron la mayor actividad hexosaminidasa a pH 6 y una temperatura de 65 °C a
partir larvas de B. microplus a 1 h de reaccidn, la variaciéon de temperatura se puede
atribuir al tiempo de reaccién y a la fuente de donde provienen las enzimas; aunado a
esto, el pH de mayor actividad Nhasa coincide con el pH de mayor de produccion para

Penicillium sp.

Como se puede observar en la figura 31, la hidrélisis de Bb-Ch con el trimero (N, N/,
N"-Triacetilquitotriosa), tuvo con pH 3 y pH 4 el mismo comportamiento variando la
actividad Nhasa entre 3.5 a 8 mU/mL, con pH 6 la actividad Nhasa se mostré6 muy
inestable variando la actividad Nhasa de 3 a 8 mU/mL, esto se atribuye a que la enzima
no se encontraba en un ambiente idéneo para su produccion; la mayor actividad fue

de 15 mU/mL con un pH y temperatura 6ptima 5y 20 °C.

Las curvas de actividad utilizando una quitinasa del estbmago de Pennahia argentatus
mostraron mayor actividad utilizando un trimero (GIcNAc)s como sustrato, obteniendo
asi un pH optimo de 4.5; también esta enzima mostrd actividad utilizando quitina
coloidal como sustrato, obtuvo un pH optimo entre 5.5 y 4.4. La temperatura éptima se

obtuvo a los 60 °C con el dimero como sustrato (GICNAC)z.

En el estudio de Koga (2000), donde se utilizé6 un quitinasa de fiame obtuvo un pH

optimo de 4 ocupando N-acetilquitin-oligosacéridos.

Comparando los extractos enzimaticos podemos observar que Psp-Ch tuvo la mayor
produccion de Nhasas con 18.810 mU/mL, a una temperatura de 20 °C a pH 6ptimo
de 6; mientras que Bb-Ch alcanzé 15.488 mU/mL a 20 °C a un pH éptimo de 5; en

ambos casos utilizando un trimero (GICNAc)s como sustrato. A partir de estos
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resultados podemos se puede concluir que las Nhasas de la familia GH18
perteneciente a hongos, encuentran su estabilidad a temperaturas calidas y a pH’s
acidos. Lo anterior su sustenta con lo establecido en la base de datos de Brenda segun

el microorganismo del que provienen.

7.6.4 Evaluacion del mecanismo hidrolitico.

Koga en el 2000, analiz6 mediante HPLC las formas anoméricas de los quito-
oligosacaridos, deduciendo que las formas anoméricas a eran las primeras en eluir y
de acuerdo con la relacion establecida por el area bajo la curva, las que tenian mayor

area era la forma anomérica predominante.

En este trabajo se determinaron las formas anoméricas de los quitin-oligosacéridos
mediante hidrdlisis de quitinasas fangicas con sustratos desproteinizados. En los
espectros de Psp-Ch y Bb-Ch se comparan los estandares del monémero, dimero y

trimero (GIcNAc, (GIcNACc)2, (GIcNACc)s) con los resultados de la hidrélisis enzimatica.

En la figura 32a y 33a se observan los estandares de los quitin-oligosacaridos, se
aprecia que los primeros en eluir fueron los a-anémeros y después los 3-anémeros,
siendo predominante los 3-anémeros. También se puede observar en la figura 32b, los
quitin-oligosacaridos provenientes de la hidrdlisis del extracto purificado de Nhasas de
Psp-Ch con el sustrato (trimero). Durante la hidrdlisis se produjeron formas -
anoméricas del monémero (N-acetil-D-glucosamina) con una proporciéon de 2.55e3y
del dimero (N, N'-diacetilquitobiosa) 2.66e*; también se puede observar en el espectro
que el sustrato trimero (N, N’, N"-Triacetilquitotriosa) no se logré hidrolizar totalmente,

ya que aparece en los espectros de la hidrélisis con una proporcion alta (3.37¢e°).
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Figura 32. Evaluacién del mecanismo hidrolitico. a) Estandares de los N-acetil-quitin-
oligosacaridos (mondmero (GIcNAc), dimero (GIcNAc), y trimero (GIcNAc)s. b) quitin-
oligosacaridos de la hidrdlisis enzimatica del Psp-Ch con un trimero (GIcNAc); como

sustrato. TOF MS Andlisis de formas anoméricas.

Los quitin-oligosacaridos de la hidrolisis del extracto purificado de Nhasas de Bb-Ch
con el sustrato (trimero) se observan en la figura 33b, en donde se pueden apreciar el
monémero (N-acetil-D-glucosamina) con una proporcién de 1.32e*y el dimero (N, N'-

diacetilquitobiosa) con una proporcion de 4.95e*; pero también en este espectro se
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aprecia el trimero, lo cual al igual que con Psp-Ch no se logré hidrolizar totalmente y

tiene un proporcion alta de 1.22e4.

a) estandares de b) quitin-oligosacaridos
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Figura 33. Evaluacion del mecanismo hidrolitico. a) Estandares de los N-acetil-quitin-
oligosacaridos (mondmero (GIcNAc), dimero (GIcNAc). y trimero (GIcNAc)s. b) quitin-
oligosacaridos de la hidrélisis enziméatica del Bb-Ch con un trimero (GIcNAc)s como

sustrato. TOF MS Andlisis de formas anoméricas.
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Existen varios estudios donde se determina el mecanismo anomeérico, entre ellos se
encentra el de Murata et al.,, 2005 quien trabajo con la hidrdlisis enzimatica de un
sustrato cromogénico sintético Galf31,4GIcNAcB1,3GalB1,4GIcNACB-pNP (tetramero
de Galactosa y N-acetilglucosamina enlazado al p-nitrofenil) utilizando una quitinasa
producida por la bacteria Amycolatopsis orientalis, que liberé unidades repetitivas de
N-acetil-lactosamina (Galb1,4GIcNAcb1,3Galbl1,4GIcNAc, LN2). Durante este estudio
se observé mediante RMN !H la diferencia en el desplazamiento quimico de los
hidrégenos anoméricos a diferentes tiempos de incubacién (0-40hr) a partir de un a-
anomero. De acuerdo con las sefales emitidas del H-1’, H-1”, H-1"" y H-1, las cuales
se observaron de 4.4 a 5.4 ppm se observé la formacion inicial de un B-anémero que
mutarrotd espontaneamente; con esto se demostrdé que la hidrélisis enzimética del
sustrato se produjo con retencién de la configuracibn anomérica. Los resultados

sugirieron que la quitinasa liberadora de LN2 puede pertenecer a la familia GH18.

También Sgrlie et al., (2007) determiné el mecanismo hidrolitico de quitinasas (ChiB)
de Serratia marcescens mediante HPLC, utilizando un sustrato natural (GICNAC)4. Los
aportes relevantes de este estudio fueron: el empleo de un sustrato natural y el
mejoramiento de la resolucion mediante parametros geométricos de la columna
(reduccion del didmetro) y condiciones de operacion. Los resultados confirman los
hallazgos de Koga et al., (2000) en cuanto al orden de elucion de los anémeros.

Otro estudio es el de Maarel et al., 2012, en el cual se hidrolizé un tetrasacarido
(GIcNAc)4 con enlaces B-1-4, empleando la enzima Cfcl-MBP (Representacion
filogenética de Clado de A. niger - Proteina de unién a la maltosa) mediante HPLC.
Los productos de hidrdlisis fueron (GIcNAc)2y (GIcNAc); ambos presentaron la forma
anomérica 3. Considerando estos resultados la proteina Cfcl-MBP tiene un mecanismo

de retencion.

Comparando los estudios antes descritos con los resultados obtenido en este trabajo
podremos concluir que efectivamente los primeros productos en eluir son los a-
anomeros y que el mecanismo depende de la fuente de procedencia de las enzimas.
Ademas, que con esto confirmamos que efectivamente durante la fermentacion se

produjeron Nhasas y también algunas exoquitinasas, esto se pudo observar en los
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espectros de los quitin-oligosacaridos dado que la Nhasas que liberan monémeros de
N-acetilglucosamina y las exoquitinasas dimeros de N-diacetilquitobiosa y ambos
quitin-oligosacaridos fueron productos de la hidrdlisis. Aunado a esto podemos
suponer que las Nhasas provenientes de los hongos Penicillium sp y B. bassiana
pertenecientes a la familia GH 18 poseen un mecanismo de reaccion de retencion ya
gue conservan el anomerismo inicial del sustrato, lo cual concuerda a lo citado por

Adrangi y Faramarzi en el 2013.
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8. CONCLUSIONES

De acuerdo con los experimentos de morfologia micro y microscopia realizados a la
cepa aislada de papaya se determind que es una especie de Penicillium sp, sin

embargo, se requiere de una caracterizacion molecular.

Los estudios de actividad Nhasa con el sustrato fluorogénico indicaron que solo el
chapulin promovio la expresion de proteinas con actividad Nhasa en ambos
microorganismos con un peso molecular entre 30 y 60 kDa; mientras que el camarén
no activo la produccion de enzimas con actividad Nhasa, lo cual se puede atribuir a la
sensibilidad de la técnica usada y a la composicién quimica del camarén, asi como a
la disponibilidad de la quitina en este sustrato. El peso molecular de las Nhasas
observado corresponde con el tamafio molecular reportado para Nhasas provenientes

de hongos en la familia GH18.

Se logro incrementar el rendimiento en la purificacion 1.2 y 5.3 veces para Psp-Ch y
BB-Ch; sin embargo, al realizar la didlisis se perdio actividad Nhasa, lo cual provoco

una baja en el rendimiento.

El estudio del efecto de pH y temperatura en la actividad con sustrato N, N’, N"-
Triacetilquitotriosa indicaron que la mayor actividad se presenta a pH 6 y 5 a 20 °C

para ambos extractos enzimaticos de Psp-Ch y Bb-Ch respectivamente.

El analisis de los productos de hidrdlisis del sustrato N, N, N"-Triacetilquitotriosa con
anomerismo [ por medio del extracto enzimatico de B. bassiana y Penicillium sp,
reveld que durante la hidrélisis se obtuvieron el monémero, dimero y trimero (parte de
este no se logrd hidrolizar) con anomerismo B. Esto indica que efectivamente se
purificaron Nhasas, aunque también otras exoquitinasas. El anomerismo de las
Nhasas fue B y por lo tanto su mecanismo fue de retencion. Dado estos resultados se
puede decir que las Nhasas son idoneas para elaboracion de formulados bioldgicos
para el control de plagas y para evaluar la inhibicion de rutas metabdlicas de
patdgenos; y los quitin-oligosacaridos se pueden utilizar para elaboracion de

microfibras que sirven como soporte en columnas de separacion.
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Con todo lo anterior se aceptan las hipotesis, ya que con chapulin se logré incrementar
la produccion y la actividad Nhasa; asi mismo se obtuvieron quitin-oligosacaridos a

través de un mecanismo de retencion.
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9. RECOMENDACIONES

1. Debido a la reproduccion lenta de tenebrio no se recomienda para fermentaciones

en volumenes grandes.

2. Aunque la dialisis es un muy buen método para la separacion de sales en ocasiones
se pierde actividad, por lo cual se recomienda probar con diferentes membranas y

soluciones para la dialisis.

3. Para la determinacién del mecanismo anomérico se recomienda utilizar una
columna mas larga para la mejor elucion de los productos de hidrélisis, y utilizar una
columna de amida, ya que tiene mayor afinidad por el grupo acetamido de los

productos de hidrolisis de quitinasas.
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11. ANEXOS

Anexo 1
Composicion del medio Czapeck modificado (Cira et al 2002)
Composicién Cantidad (g/L)
Cuticula 10
NaNOs3 1
MgSOg4e 7H20 0.5
KCI 0.5
KoHPO4¢ 3H20 0.5
FeSOg4s 7H.0 0.01
Anexo 2
1.60
1.40 'S
— 1.20
QQ, Log
< 1.00
O o
EU 0.80 y = 0.1413x + 0.0002
s 0.60 ¥ R2=0.9983
4
< 040
0.20 ¢
0.00 <
0 2 4 6 8 10

Concentracion p-nitrofenol (ug/ml)

Figura 34. Curva estandar de actividad Nhasa por el método de Tronsmo y Harman
(1993) empleando una solucién madre de p-nitrofenol a una concentracion de 100

pg/mL.
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Anexo 3
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Figura 35. Curva estandar de proteina por el método de micro ensayo de Bradford

(1976) usando seroalbimina bovina (BSA).

Anexo 4
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Figura 36. Curva estandar de azUcares reductores por el método de Miller (1954)

usando N-acetilglucosamina (NAG).
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Anexo 5
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Figura 37. Curva estandar para la determinacion del Peso Molecular (PM) de proteinas
de Quitinasas mediante SDS-PAGE (Laemli, 1970). Se emplearon los valores de
movilidad relativa (Rf) de proteinas recombinantes (tabla 8) presentes en marcador de

croméforo (Thermo scientific).
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Anexo 6

Valores de peso molecular (pm) y movilidad relativa (rf) de las proteinas presentes en

marcador cromoéforo (Thermo scientific).

PROTEINA

PM (KDA)

RF

PROTEINAS
RECOMBINANTES

0.038

0.062

0.092

0.154

0.215

0.277

0.400

0.492

0.585

0.800
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Anexo 7

ANOVA unidireccional: Actividad mU/mL vs. Tratamiento

Tratamiento Descripcion
1 Penicillium sp - Chapulin
2 Penicillium sp- Camaron
3 Beauveria bassiana - Chapulin
4 Beauveria bassiana - Camaron

Método

Hipdétesis nula Todas las medias son iguales
Hipbtesis alterna Por lo menos una media es diferente
Nivel de significancia o = 0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.
Informacién del factor
Factor Niveles Valores

Tratamiento 4 1, 2, 3, 4

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tratamiento 3 12.277 4.0924 17.94 0.000
Error 23 5.245 0.2281

Total 26 17.523

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
0.477558 70.07% 66.16% 61.64%
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Medias

Tratamiento N Media Desv.Est. IC de 95%

1 6 1.255 0.262 ( 0.851, 1.658)
2 3 0.8834 0.1068 (0.3130, 1.4538)
3 9 2.581 0.406 ( 2.252, 2.910)
4 9 2.506 0.667 ( 2.177, 2.836)

Desv.Est. agrupada = 0.477558

Grafica de intervalos de Actividad mU/mL vs. Tratamiento
95% IC para la media
3.0
2.5
2.0

1.5

1.0

Actividad mU/mL

0.5

0.0

Tratamiento

La desviacién estandar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Figura 38. Intervalos de actividad (mU/mL) vs Tratamiento
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Anexo 8

ANOVA unidireccional: Horas vs. Tratamiento

Tratamiento Descripcion
1 Penicillium sp - Chapulin
2 Penicillium sp- Camarén
3 Beauveria bassiana - Chapulin
4 Beauveria bassiana - Camarén

Método

Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipdbtesis alterna Por lo menos una media es diferente
Nivel de significancia o = 0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.
Informacidén del factor
Factor Niveles Valores

Tratamiento 4 1, 2, 3, 4

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tratamiento 3 0.0 0.000 0.00 1.000
Error 23 10368.0 450.783

Total 26 10368.0

Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)
21.2316 0.00% 0.00% 0.00%
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Medias

Tratamiento
1

2
3
4

Media
24.00

24.0
24.00
24.00

O O wo =

Desv.Est. agrupada =

50

40

30

Horas

20

10

Desv.Est. IC de 95%
21.47 (6 O7 41.93)
24.0 (- 49.4)
20.78 (9 36 38.64)
20.78 (9.36, 38.64)
21.2316

Grafica de intervalos de Horas vs. Tratamiento
95% IC para la media

[ L | ]

1 2 3 4

Tratamiento

La desviacién estandar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Figura 39. Intervalos de Horas vs Tratamiento.
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Anexo 9
Formulas para tablas de purificacién.

Actividad especifica

Actividad especifica es el cociente de actividad enzimatica (expresada en unidades
enzimaticas) y la cantidad total de proteinas.

Ae = Unidades totales en la fraccién i
Total de proteinas en la fraccién i

Ejemplo:

Ae = 1446.350 mU/ml = 0.250 mU/ug
5778.617 ug de proteina soluble/ml

Factor de purificacion

NuUmero de veces que se incrementa la actividad especifica después de cada paso de
purificacion.

Factor de purificacion = AE en la fraccion i
AE en la fraccion original

Ejemplo:

Factor de purificacion = 0.25/0.25=1.0

Rendimiento

Porcentaje de la cantidad inicial de proteina de interés que queda después de cada
paso de purificacion.

R = Unidades totales en la fraccion i X 100
Unidades totales en la fraccion original

Ejemplo:

Rendimiento = 343.796 / 1446.350 X 100= 24 %
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Anexo 10

Célculo del espacio de aire vacio en matraces de 125mL y 2 L

125 mL

68 mm

115 mm

Volumen total: 139 mL

Espacio vacio: 46 %

2L

170 mm

290 mm

volumen total: 2,194 mL

espacio vacio: 45 %
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