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RESUMEN

RESUMEN

Colletotrichum gloeosporioides es un hongo fitopatdgeno causante de la antracnosis de
frutos en climas tropicales y subtropicales, mucho se ha estudiado sobre la patogénesis de
este hongo con el fin de disminuir la infeccién hacia los cultivos, son pocos los reportes que
actualmente existen sobre su produccion de enzimas quitina desacetilasa (CDA). Estas
enzimas son requeridas para su actividad patogénica y para el desarrollo del mismo. En
virtud de lo anterior, en esta tesis de doctorado se estudiaron diversos factores que afectan
la produccién de dichas proteinas, como lo son, la fuente de carbono y nitrégeno,
inductores, el pH y el sistema de produccion enziméatica empleado. También se determind
la actividad de las quitinas desacetilasas después de ser purificadas sobre diferentes
sustratos, tales como quitosano reacetilados con un DA del 57 y 69 %, una quitina

modificada quimicamente, N-acetil glucosamina y acido hialuronico.

El tipo de la fuente de nitrogeno y de carbono influyeron significativamente sobre la
produccion de CDA, mostrando mayores actividades cuando se utilizé glucosa y acido
glutdmico, de la misma manera el uso del 4cido abscisico como inductor de la actividad
favorecio la produccion de estas enzimas obteniendo 9.5 veces (1.05 U mg proteina™) més
con respecto al control (0.11 U mg proteina™), posteriormente se observé que el pH del
medio de cultivo afectd de manera significativa la produccion de la enzima mostrando
mayores actividades a pH &cido que a pH neutro. Es importante resaltar que estas altas
producciones de enzima se vieron acompafiadas de una reduccion de la fase lag durante el
desarrollo del hongo, observandose que el proceso de germinacion y la elongacién de las
hifas de C. gloeosporioides se presentd a menores tiempos en comparacién del control (12
h). La modificacién al sistema de produccion enzimatica, pasando de un sistema cerrado a
un sistema por lote alimentado incremento la produccion de la CDA. El aumento en la
produccién de estas enzimas modificd la composicion de las paredes celulares de los
hongos como fue evidente después de extraer quitina y analizar las fracciones acetiladas
(Fa). Las quitinas desacetilasas producidas por C. gloeosporioides fueron capaces de
desacetilar la quitina cuando se afiadidé acido abscisico al medio de cultivo (FA=0.79)

mientras que el control mantuvo una alta F5 de 0.90.
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Por otra parte la purificacion de la enzima se llevd a cabo precipitando con sulfato de
amonio a un 80 % de saturacién, cromatografia de exclusion molecular y por intercambio
anionico, obteniendo una actividad especifica de 2.9 U mg de proteina™ (8.5 veces mas que
lo obtenido en el extracto crudo). La enzima purificada presentd un peso molecular
aparente de 50 kDa, detectdndose actividad sobre etilenglicol quitina en el zimograma
realizado. La temperatura optima fue de 37 °C y el pH oOptimo fue de 3, cuando la
etilenglicol quitina y un quitosano reacetilado con DA=69 % fueron utilizados como
sustratos, presentando una concentracion éptima para cada sustrato de 12.5 y 15 mg mL™*
respectivamente. La CDA present0 actividad significativa sobre quitosanos reacetilados y
sobre una quitina tratada previamente con la técnica despresurizacion rapida con fredn en
estado supercritico y fibrilacion, los productos obtenidos de la reaccién fueron analizados
por resonancia magnética nuclear (H RMN) y por cromatografia de exclusion molecular.
Los resultados indican que la actividad de la enzima tuvo un efecto importante sobre el
grado de acetilacién (DA) en los productos de reaccion, disminuyendo en un 36.5 % el
grado de acetilacion del quitosano reacetilado al 69 % y un 17 % sobre la quitina, mientras

que los pesos moleculares de las muestras disminuyeron de manera no significativa.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Colletotrichum gloeosporioides is a phytopathogenic fungus that causes anthracnose in
fruit of tropical and subtropical climates; the pathogenesis of this fungus has been
extensively studied in order to decrease infection to crops, however there are scarce reports
on the production of chitin deacetylase enzymes. These enzymes play an important role in
phytopathogenic process. Therefore, in this dissertation various factors affecting the
production of these proteins were studied, such as the source of carbon and nitrogen,
inducers, pH and the submerged culture system. The hydrolytic activity of chitin
deacetylase after purification on different substrates such as reacetylated chitosan with a
DA of 57 and 69 %, chitin, ethylene glycol chitin, N-acetyl glucosamine and hyaluronic

acid was determined

The nitrogen and carbon source significantly affected the production of chitin deacetylase,
showing the highest activity when glutamic acid and glucose were employed as nitrogen
and carbon source respectively. As well, a beneficial effect was observed with addition of
abscisic acid as an inducer of activity, which favored the production of these enzymes
increasing up to 9.5-fold more activity (1.05 U mg protein™) than the control (0.11 U mg
protein™). In addition, the pH of the culture medium displayed significantly effect on the
production of the enzyme showing higher activity at acidic pH than neutral pH.
Importantly, these high yields of enzyme were accompanied by a reduction of lag phase
during development of the fungus, noting that the process of germination and hyphal
elongation of C. gloeosporioides showed shorter time compared than control. The change
of enzyme production culture, from a closed to a fed-batch system, significantly increased
the production of chitin deacetylase. The increase in production of chitin deacetylases
might have changed the chitin in fungal cell wall, therefore after extraction acetylation
fraction was determined. NMR analyzes of these biopolymers produced from biomasses
obtained in systems with enhanced production of chitin deacetylases, lower acetylated
fraction of chitin was detected when abscisic acid was added to the culture medium
(FA=0.79) than control (FA=0.90).

Once the production conditions were selected, purification of the enzyme was carried out

by salting out (ammonium sulfate 80 % saturation), followed by size exclusion and anionic
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exchange, obtaining 8.5-fold higher activity than crude extract. The purified enzyme
showed an apparent molecular weight of 50 kDa, its activity was detected on zymmograms
with ethylene glycol chitin. The optimal temperature and pH were determined as 37 °C and
3, respectively with ethylene glycol chitin and chitosan reacetylated with DA=69 % as
substrates. In a range of substrate concentration, the highest activity was detected at 12.5
and 15 mg mL* for ethylene glycol chitin and reacetylated chitosan (DA=60%),
respectively. Chitin deacetylase presented significant activity on reacetylated chitosans and
chitin (previously treated with rapid depressurization from supercritical 1,1,1,2-
tetrafluoroethane and fibrillation), the products obtained from the reaction were analyzed
by nuclear magnetic resonance (H NMR) and gel permeation chromatography. The results
indicated that the enzyme activity had a significant effect on the degree of acetylation of the
reaction products, reducing 36.5 % degree of acetylation of reacetylated chitosan at 69 %
and 17 % of chitin, while the decreases of molecular weight of the samples were not
significantly different.
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Con la finalidad de cumplir con el objetivo principal que fue evaluar la produccion y
actividad de la CDA de C. gloeosporioides en cultivo sumergido, modificando las fuentes
de nitrégeno y carbono, ademés de la adicion de inductores al medio y modificando el
sistema de produccion enzimatica, para posteriormente purificar, caracterizar y evaluar la
actividad de la enzima en la desacetilacion de biopolimeros, los resultados de la tesis se

presentan en el siguiente orden:

Inicialmente se presentaran algunos fundamentos béasicos, para entender el desarrollo de los
siguientes capitulos, ademas se presentara la justificacion, la hipdtesis y los objetivos del

trabajo.

En el primer capitulo se analizo el efecto la fuente de nitrogeno, la fuente de carbono y la
hoja de limon (adicionada como inductor al sistema de produccién enzimatica) sobre la
produccién y actividad de CDA de C. gloeosporioides. Se determino la actividad CDA
sobre etilenglicol quitina como respuesta a la produccion de CDA de C. gloeosporioides en
cultivos sumergidos, evaluando el efecto de la fuente de nitrogeno, utilizando urea, &cido
glutdmico, nitrato de sodio o sulfato de amonio. Asimismo se evalu6 el efecto de la fuente
de carbono sobre la actividad desacetilasa utilizando sacarosa o glucosa y el efecto que

tiene la hoja de limoén sobre la CDA producida por C. gloeosporioides

En el segundo capitulo se analizo el efecto de inductores, el efecto del pH, el sistema de
produccion enziméatica empleado sobre la actividad CDA, ademas de la extraccion de
quitina de las paredes de C. gloeosporioides y la determinacion de sus fracciones
acetiladas. La determinacion de la actividad sobre etilenglicol quitina como respuesta a la
produccién de CDA en cultivos sumergidos, evaluando en sistemas cerrados el efecto de
inductores, fue realizada por De Santiago (2011), utilizando acido abscisico, acido indol
acetico, hoja de limon, N-acetil-D-glucosamina, glucosamina o acido giberélico. Asi
mismo, se evalud el efecto del pH sobre la produccion de CDA manteniendo el pH
constante a 3.5 ¢ 7, ademés de evaluar la modificacion del sistema continuo, lote

alimentado con medio fresco o lote alimentado con medio fresco mas inéculo, sobre la
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produccion de la enzima CDA. Por otra parte se estudiaron las etapas de crecimiento de C.
gloeosporioides, para evaluar el efecto del &cido abscisico y la relacién que éste presenta
sobre el desarrollo del hongo, la produccion de quitinas desacetilasas y la composicion de

la pared celular del microorganismo el cultivo sumergido.

En el tercer capitulo se llevd a cabo la produccion de CDA en un sistema de lote
alimentado, se realiz6 una purificacion homogénea de la enzima extracelular producida por
C. gloeosporioides en cultivo sumergido, la cual fue caracterizada y su actividad evaluada
sobre diferentes sustratos, purificando y caracterizando los productos de reaccién
obtenidos. La produccion de la CDA se llevé a cabo por lote alimentado adicionando medio
fresco mas indculo al biorreactor, la produccion fue evaluada determinado la actividad
sobre etilenglicol quitina. La purificacion se llevé a cabo precipitando con sulfato de
amonio seguida de una separacion por peso molecular y de intercambio aniénico. La
enzima purificada fue caracterizada en cuanto a peso molecular y se determinaron los
factores dptimos de reaccién: pH, temperatura, concentracion enzima-sustrato, tiempo de
reaccion sobre etilenglicol quitina y un quitosano reacetilado con un DA al 69 %
(QDA69%). Asimismo, se determiné la actividad de la CDA utilizando como sustratos
quitosano reacetilado al 57 % (QDA57%), QDA69%, acido hialurdnico comercial (HA;
H.T.M.) y una quitina tratada previamente con expansion rapida con fredn y fibrilado
(tratamiento realizado por Villa-Lerma et al, 2016), los productos se analizaron por H RMN

(determinacion de DA) y SEC (determinacion de peso molecular).

Finalmente, se presenta una conclusion general sobre los principales resultados obtenidos

de estos estudios y las perspectivas sobre la tematica abordada.
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Colletotrichum gloeosporioides

Colletotrichum gloeosporioides es un hongo fitopatdégeno de las plantas mas importantes y
de mayor distribucion en el mundo, ya que ataca especialmente cultivos de regiones
tropicales y subtropicales. La sintomatologia se presenta en las hojas, peciolos y/o tallos,
inicialmente las hojas infectadas presentan puntos rojizos, las lesiones crecen en forma

irregular y se unen entre si ocasionando necrosis total en la hoja. (Pérez et al., 2003)

De manera general las etapas de desarrollo de las especies de Colletotrichum pueden
separarse en: 1) deposicion en las superficie del hospedante, 2) fijacion de la conidia en la
superficie, 3) germinacion de la conidia, 4) produccion del apresorio, 5) penetracion de la
epidermis de la planta, 6) crecimiento y colonizacion del tejido del hospedante y 7)

produccién de acérvulos y esporulaciéon (Rodriguez et al., 2013).

En Colletotrichum spp, Magnaporthe grisea y Colletotrichum graminicola se producen
tubulos germinales que tienen la funcién de percibir la superficie, secretar enzimas
degradadoras de la pared celular vegetal y ejercer presioén sobre el sustrato donde crece
(Kwon et al., 1991; Vargas et al., 2012) posteriormente estos tdbulos germinales se
desarrollan en apresorios. EXxisten reportes que indican que no todos los aislamientos de C.
gloeosporioides forman apresorio, sino que pueden penetrar directamente con ayuda del
tubo germinativo. Se ha reportado la sintesis de gloeosporona, terpeno perteneciente al
grupo de las lactonas, que funciona como auto-inhibidor de la germinacion de conidias y de

apresorios de C. gloeosporioides (Cascino et al., 1990; Kim et al., 1999).

El pH es un parametro que influye de manera importante en el desarrollo de la enfermedad,
ya que sus variaciones de acuerdo con la fenologia del fruto sirven como una barrera y un
mecanismo de defensa contra fitopatdgenos. De la misma manera en que el pH puede
defender a la planta o fruto, también puede ayudar al desarrollo del fitopatogeno, en la
literatura se reporta que C. gloeosporioides esporula en pH de 4.0-5.5 (Deshmukh et al.,
2012) de esta manera el fitopatdgeno supera la barrera del exocarpio y las esporas

germinadas melanizan el apresorio, no sélo por la reduccion del pH que se tiene en el
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mesocarpio si no por la alta concentracion de compuestos anti fangicos presentes en los

frutos inmaduros (Prusky et al., 2001).

QUITINA DESACETILASA (CDA)

Las CDAS (EC 3.5.1.41) son enzimas pertenecientes a la familia de las carbohidrato
esterasas, que catalizan la conversion de quitina a quitosano por desacetilacion de -1,4 N-
acetilglucosamina, generando unidades de glucosamina y acido acético (Zhao et al., 2010).

Figura 1
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Figura 1. Reaccidn de desacetilacion de la quitina por accién de la enzima CDA (Tsigos et al., 2000)

Las CDA son glicoproteinas que pueden encontrarse en el medio de cultivo o en el
periplasma, (Araki e Ito, 1975; Gao et al., 1995), las encontradas en el medio son secretadas
durante un periodo que corresponde a un rol bioldgico especifico y en los hongos puede ser
secretada en diferentes periodos (Zhao et al., 2010). Las mas estudiadas son las producidas
por algunos hongos como: Mucor rouxii, Absidia coeruela, Aspergillus nidulans,
Rhizophus nigricans, Metharrhizium anisopliae, Saccharomyces cerevisiae, Colletotrichum
lindemuthianum (Araki e Ito, 1975; Christodoulidou et al., 1996; Tsigos et al., 2000; Blair
et al., 2006; Jeraj et al., 2006; Chatterjee et al., 2009; Zhao et al., 2010) las cuales han sido
identificadas, purificadas y caracterizadas, Pacheco et al., 2013 reporto una CDA producida
por Colletotrichum gloeosporioides. Las CDA también han sido identificadas en bacterias
del familia Vibrionaceae y en algunos insectos (Toprak et al., 2008; Arakane et al., 2009).
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En todos los microorganismos mencionados anteriormente se ha encontrado que las CDA
pueden tener un peso molecular de entre 24 - 150 kDa y presentar un pH de 4.5-12.0 segun
el microorganismo. (Tsigos et al., 2000; Zhao et al., 2010; Pacheco et al., 2013).

En la actualidad ha aumentado el interés en estas enzimas, debido a que es posible su
aplicacion para obtencion de oligdmeros de quitosano de diferentes tamafios, los cuales han
tenido una considerable atencion en la industria farmacéutica y el campo biomédico, debido
a sus caracteristicas favorables, tales como la biocompatibilidad, biodegradabilidad, accion

antimicrobiana y la no toxicidad en animales (Nicolella et al., 2000).

Ademas de esto las CDA se han relacionado a posibles funciones bioldgicas, dependiendo

del microorganismo y de los factores ambientales en los que se desarrolle:

& Formacion de pared celular

En Saccharomyces cerevisiae se identificaron dos genes que son necesarios durante el
proceso de esporulacion de la levadura: la formacion de la ascospora requiere la actividad
coordinada de dos enzimas CDA. Christodoulidou et al., (1996) produjeron mutantes con
genes dafiados para estas enzimas, las cepas mutantes y las silvestres esporularon de igual
manera, pero las cepas mutantes presentaron una sensibilidad a enzimas hidroliticas f-
glucoronidasa y f-glucoronido sulfatasa las cuales son utilizadas para el rompimiento de la
pared celular de levaduras, lo que indico que la accién de las CDA en la formacién de la

pared celular en S. cerevisiae les confiere resistencia a condiciones de estrés.

& Sintesis de la pared de quitosano

La biosintesis de la pared celular de quitosano en Mucor rouxii es llevada a cabo por la
accion coordinada de la quitina sintasa y la CDA: mientras que la quitina sintasa polimeriza
residuos de N-acetil-D-glucosamina a partir del sustrato activado (uridina 5-difosfo-N-

acetil-D-glucosamina), la CDA hidroliza el enlace N-acetamido de las cadenas nacientes de
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quitina, actuando de manera més eficiente sobre la quitina naciente que sobre una quitina

microfibrilar formada previamente (Davis y Bartnicki, 1984).

& Mecanismo de ataque - defensa

Las especies de Colletotrichum al ser hongos fitopatdgenos que durante la infeccidn a un
hospedero evaden hidrolasas producidas por la planta mediante la conversion de su quitina
a quitosano por efecto de las CDA, las hacen potenciales productores de estds enzimas
(Blair et al., 2006), ademéas de considerar que estas glicoproteinas tienen un papel muy
importante en el ataque y defensa de sistemas bioldgicos (Zhao et al., 2010), esto es debido
a gque la quitina se encuentra generalmente en la superficie de las paredes celulares de los
tibulos germinales y apresorios (estructuras de infeccion especializadas) de hongos
fitopatdgenos y algunas quitinasas y glucanasas se expresan en el tejido de la planta y son
secretadas a la pared celular o a la vacuola. (Deising y Siegrist, 1995; EI Gueddari et al.,
2002). Otro claro ejemplo de este rol de defensa y ataque, es el observado en los insectos,
las CDA modifican la quitina de la cuticula del insecto asi como la modificacion de sus
propias paredes celulares como defensa de las quitinasas del insecto (Nahar et al., 2004), la
quitina de la superficie expuesta de las paredes celulares de algunos hongos, es desacetilada
a quitosano por accion de las CDA durante la penetracion y el crecimiento invasivo dentro
del tejido del huésped, esta conversion de quitina en quitosano durante el crecimiento
intercelular protege las hifas del hongo patdgeno de ser hidrolizadas por las quitinasas

extracelulares de la planta.

Durante la patogénesis una de las estrategias del hongo es desarrollar apresorios para entrar
al hospedero y ganar acceso a las fuentes de nutrientes dentro de las células de la planta.
Las sefiales quimicas, como iones potasio y calcio, azucares simples, gradientes de pH y de

temperatura inducen la formacion de apresorios (Hoch y Staples, 1991).

Ademas de estos factores, existen otros compuestos que ayudan al proceso de infeccion, tal
es el caso de las fitohormonas, las cuales han mostrado aumentar con acido abscisico la
susceptibilidad a la infeccion de Colletotrichum actutatum en pimientos (Hwang et al.,

2008), mientras que diversos autores reportan la produccién de grandes cantidades de acido
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indol acético durante la fase biotrofica de la infeccién causada Colletotrichum
gloeosporioides (Robinson et al., 1998; Maor et al., 2004; Hwang et al., 2008).

Produccion y purificacién de CDA

Las enzimas CDA han sido aisladas y purificadas del micelio de los hogos Mucor rouxxi,
Absidia Coerulea, Asperguillus nidulans y Saccharomyces cerevisiae y de extractos
liqguidos del hongo Scopulariopsis brevicaulis, Colletotrichum lindemuthianum,
Metarhizium anisopliae, Mortierella sp., en la literatura también se encuentran diferentes
microorganismos en los cuales las CDAs han sido encontradas y estudiadas pero no han
sido purificadas totalmente, entre ellas podemos encontrar Rhizopus circinans y nigricans,
Colletotrichum gloeosporioides, Flammulina velutipes, Schizosaccharomyces pombe,
(Pacheco et al., 2013; Zhao et al., 2010; Ghormade et al., 2010).

Las enzimas generalmente son producidas en cultivo sumergido y han sido empleados
diferentes sustratos: extracto de malta, extracto de levadura, glucosa, polipeptona, peptona,
KCI, MgSQO,4, NaNQg3, &cido glutdmico, tiamina, acido nicotinico, particulas de quitina,
entre otros, temperaturas de 22-28 °C, pH de 4.5 - 5.8 para su obtencion. (Gao et al., 1995;
Desing & Siegrist, 1995; Tsigos & Bouriotis, 1995; Tokuyasu et al., 1996; Cai et al., 2006;
Pacheco et al., 2013)

El cultivo en medio so6lido también ha sido utilizado en la produccion de enzimas CDA, De
Santiago (2011), estudio la produccion de CDA sobre soportes inertes como el poliuretano
y la agrolita, donde evaluaron diferentes micoorganismos, relacion de carbon-nitrégeno y
efecto de inductores, obteniendo 0.296 + 0.053 U/g SSI con C. gloeosporioides, una
relacién carbono-nitrogeno de 13.5 y é&cido abscisico como mejor inductor a
concentraciones de 23 mg L™, la enzima obtenida de este trabajo no fue purificada pero si
present0 actividad bioldgica en zimograma usando etilenglicol quitina como sustrato y
presentando pesos moleculares de 23, 50 y 150 kDa en SDS-PAGE.

En el 2013 Pacheco et al., informo sobre una CDA extracelular, purificada parcialmente de

C. gloeosporioides, la cual presentd una actividad especifica de 0.018 U mg de proteina™,
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la cual fue obtenida a las 96 h de cultivacion a pH 6, reportando un peso molecular de 170 y

35 kDa por medio de zimograma.

La purificacion de la enzima se ha llevado generalmente con una primera precipitacion con
sulfato de amonio al 80 % y posteriormente se han empleado la cromatografia de exclusion
molecular, cromatografia de intercambio anionico, interaccion hidrofébica, obteniéndose
enzimas purificadas con diferentes caracteristicas de peso molecular, temperaturas y pH

Optimos de reaccion, efectos de metales y especificidad de sustrato.

La diferencia de rendimientos durante la purificacién, probablemente se deba a la accion
sinérgica de varias isoformas y a la pérdida de actividad durante el proceso de purificacion
(Duo-Chuan, 2006). Un resumen de las estrategias de purificacion de CDAs de hongos se

muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Métodos generales de purificacion de quitinas desacetilasas

Microorganismo Metodologia de purificacion Referencia

1.Cromatografia de intercambio i6nico

(CM cellulose)

2.Concentracién de enzima (Collodion  Araki & Ito,
bag) 1975

3.Cromatografia de intercambio

Mucor rouxii

anioénico (DEAE cellulose)

1. Ultrafiltracion y dializado
2. Cromatografia de intercambio

anionico (Q Sheparose fast flow)

) 3. Ultrafiltracion Tsigos &
Colletotrichum ) . o
) ) 4. Cromatografia de exclusion Bouriotis,
lindemuthianum
molecular (Sephacryl S300 HR) 1995
5. Dialisis

6. Cromatografia de intercambio

catiénico (Mono S)

Absidia coerulea  1.Cromatografia hidrofobica (Butyl Gaoetal.,

10
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Toyopearl-650M) 1995
2.Didlisis

3. Cromatografia de intercambio

anionico (DEAE Toyopearl-650M)

1. Cromatografia hidrofébica (Butyl
Toyopearl-650M)
Colletotrichum 2. Cromatografia de intercambio Tokuyasu et
lindemuthianum  anidnico (Q Sepharose fast flow) al., 1996
3. Cromatografia de intercambio

aniénico (Resource-Q)

1. Cromatografia de exclusion
o molecular (Sephadex G-25) )
Scopulariopsis ] . Caietal.,
S 2. Cromatografia de exclusion
brevicaulis 2006
molecular (Sephadex G-100)

3. Dialisis y liofilizacién

Es importante destacar que las caracteristicas de las enzimas que has sido purificadas se ven
marcadas por la fuente de extraccién ya que se ha reportado que las enzimas extraidas del
periplasma (intracelulares) generalmente presentan una inhibicion al acético mientras las
extraidas del medio de cultivo (extracelulares) no presentan esta sensibilidad. (Zhao et al.,
2010; Ghormade et al., 2010). Los pesos moleculares de las CDAs han sido encontrados en
un intervalo de 25-80 kDa, en algunos casos se ha encontrado de 150 kDa tal es el caso de
C. lindemuthianum, mientras que la temperatura y pH éptimos se presentan de 50-60 °C y
valores de 4.5-6.0 para enzimas intracelulares y de 7-12 para las CDAs extracelulares.
(Zhao et al., 2010; Ghormade et al., 2010).

EFECTO DE INDUCTORES

En la literatura no hay reportes del uso de inductores para aumentar la actividad CDA, pero

existen estudios donde han usado fitohormonas con la finalidad de aumentar el quitosano

11
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de la pared celular de diferentes hongos, asimismo, otros autores han informado que las
fitohormonas promueven un mayor y rapido crecimiento de C. gloeosporioides sobre el
hospedero, por lo cual estos estudios estdn involucrados de manera indirecta con la
actividad CDA del hongo, tal como se explicd en la seccion mecanismo ataque-defensa,
asimismo, es sabido que las fitohormonas pueden acelerar o retardar la senescencia en
frutos y flores (Elad, 1988, 1997; Hwang et al., 2008; Chatterjee et al., 2008, 2009)

En R. stolonifer se ha adicionado quitosano al medio de cultivo a concentraciones de 3 mg
mL™, obteniendo un incremento de CDA. Los autores atribuyen este incremento al caracter
policationico del quitosano, debido a que con polianiones y moléculas neutras no

observaron un efecto inductor en la produccion de enzimas (EI Ghaouth et al., 1992)

Chatterjee et al., (2008) encontraron que la presencia de hormonas tales como acido
giberélico, &cido indol-3 acético, acido indol-3 butirico y kinetina, aumentan el contenido
de quitosano del micelio de R. oryzae con respecto al control (1.7-14.3 %), obteniendo
como mejor inductor el acido giberélico a concentraciones de 0.1 mg L™, aumentando el 50
% de quitosano en la pared celular, por otra parte observaron que las hormonas acido indol-
3 acético, 4cido indol-3 butirico y kinetina (2-3 mg L) mejoran la actividad CDA de R.
oryzae de 1.07 hasta 1.23 veces y puede ser una de las razones de aumento de produccion
de quitosano. Posteriormente estos mismos autores en el 2009, reportaron la produccion de
quitosano por M. rouxii en un medio de melaza y sales con adicion de hormonas vegetales
tales como &cido indol acético, &cido indol butirico, acido giberélico y kinetina obteniendo
como resultado el incremento en la produccion de quitosano en un 43.78 % cuando el &cido
giberélico fue afiadido a 3 mg L™, asi mismo, el acido indol acético aument la produccion

en un 36 % a una concentracion optima de 1 mg L™,

Por otra parte Maor et al., (2004) reportaron que C. gloeosporioides f. sp. aeschynomene es
capaz de metabolizar el triptéfano durante la fase biotréfica y necrotrofica de la infeccion
con el fin de producir acido indol acético mediante el intermediario indol acetamida. Lo
que sugiere que durante la interaccion hongo-planta, el hongo produce estas fitohormonas

para inhibir la respuesta y suprimir la expresién de los genes de defensa de la planta.

12
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Hwang et al., (2008) observaron en pimientos que la adicion de la fitohormona acido
abscisico en heridas de hojas previamente inoculadas con Colletotrichum acutatum
incremento la antracnosis aumentando el tamafio de la herida asi como la incidencia de la
enfermedad en frutos. Lo que ha sugerido que el acido abscisico exdgeno suprime los

mecanismos de defensa del pimiento haciéndolo susceptible a la enfermedad.

SISTEMAS DE PRODUCCION ENZIMATICA

Un sistema fermentativo se define como el volumen de reaccion limitado por un contenedor
fisico (biorreactor). Donde se lleva a cabo la degradacion bioldgica anaerobia de moléculas
orgénicas mediante la accion de ciertas enzimas que actlan directamente o como

componentes de ciertas bacterias y levaduras.

En base a su alimentacion, los biorreactores se pueden operar en: continuo, semicontinuo,

lote y lote alimentado.

» Sistema de operacion en continuo.

En el sistema de operacion en continuo se afiade al biorreactor una solucion rica en
nutrientes (So) la cual se inocula con microorganismos (Xo). Una vez inoculado el
biorreactor se comienza a suministrar un flujo continuo de alimentacién F (Sa). En los
sistemas continuos, el flujo de salida (efluente) del biorreactor es igual al flujo de entrada.
El flujo de alimentacion F (Sa) esta compuesto por los nutrientes del medio de cultivo o
sustrato, mientras que el efluente F (Sf, Xf, Pf) contiene el sustrato residual, la biomasa, asi

como los productos obtenidos (Zeng et al., 2001).

Si se tiene un mezclado homogéneo en el biorreactor, las condiciones son uniformes y
esporadicamente se alcanza el estado estacionario (estado de equilibrio dinamico)
(Atkinson, 2008). El estado estacionario se define como una condicion de estabilidad en la
que varios factores permanecen constantes a través del tiempo, entre ellos el volumen de

operacion y las concentraciones de biomasa, de sustrato y de producto (Hernandez, 2003)

13
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Ventajas: En la préctica, el sistema continuo provee una pequefia fluctuacion de
nutrientes, metabolitos y biomasa (Zeng et al., 2001). Esté método permite a los
microorganismos crecer en condiciones de estado estacionario en el que el
crecimiento ocurre a una velocidad constante. Se logra mantener un estado
fisiologico estable en el que se mantiene a la poblacién microbiana en un estado de
méaxima productividad siempre y cuando los tiempos de retencién hidraulicos a los
que se opere el sistema no sean mayores a la velocidad especifica de crecimiento
(Galindez & Ruiz, 1994; Hernandez, 2003).

Desventajas: Puede presentarse contaminacion en la alimentacion continua del
reactor o durante la operacion. Esto obligaria a parar el proceso, desechar el
producto y a volver a alcanzar el estado estacionario, lo cual puede tomar varias
semanas. El proceso continuo requiere costos de inversion y operacion elevados,
ademas de que es inflexible cuando se trata de obtener diferentes productos (Lopez
etal., 2002).

» Sistema de operacion por lote.

En el sistema de produccién enzimatica por lote inicialmente se afiade al biorreactor una

solucion rica en nutrientes (concentracion de sustrato, So) la cual se inocula con

microorganismos (concentracién de biomasa, X) que producen un determinado producto de

interés (concentracion de producto, P). (Hernandez, 2003). La multiplicacién celular cesa

por limitacion de nutrientes y/o acumulacion de productos toxicos de excrecion celular.

Una vez que se ha alcanzado el nivel deseado (S, X, P), el biorreactor se vacia, se lava, se

esteriliza y el proceso se repite. Los cambios en los componentes del medio de cultivo

dentro del biorreactor producen a su vez cambios en el metabolismo celular (Harvey &
Douglas, 1997; Gummadi, 2007).

Ventajas: Bajo riesgo de contaminacion, flexibilidad operacional cuando el
fermentador se utiliza para distintos productos, manejo eficiente entre lote y lote y

costos de operacion bajos (Nielsen et al., 2003; Rao, 2005; Gummadi, 2007).
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Desventajas: Tiempos muertos largos que se presentan al momento de vaciar,
limpiar y esterilizar el biorreactor para la siguiente produccion, el control y
optimizacion del proceso se vuelven complejos y existe el riesgo de mayor
variabilidad entre lotes (Nielsen et al., 2003; Atkinson, 2008).

» Sistema de operacion por lote alimentado.

Esta técnica se define como un cultivo en batch donde se alimenta continuamente medio
nutritivo fresco o alguno de sus componentes. Si el nutriente que se alimenta es el limitante
del crecimiento, esta técnica permite controlar la velocidad de crecimiento (u) del
microorganismo, este tipo de sistema es particularmente Util en procesos en los que el
crecimiento celular y/o la formacion de producto son sensibles a la concentracion del
sustrato limitante, este método se emplea cuando se quieren evitar fendmenos de inhibicion
por sustrato y se requiere alcanzar una alta concentracion de biomasa o algun metabolito
especifico, pero el medio que contiene los metabolitos es retirado una vez finalizada cada

corrida (no hay salida continua).

Ventajas: Frente a los otros modos de operacion: se puede controlar
voluntariamente la velocidad y concentracion de la alimentacion, cuando se busca la

inhibicion del crecimiento por sustrato o productos formados es un buen sistema.

Desventajas: Al existir una alta concentracion de sustrato se puede producir
inhibicidn del crecimiento, efecto de la glucosa, metanol, &cido acético, compuestos

aromaticos, entre otros, puede existir contaminacion del reactor en la alimentacion.

Aunque actualmente también existe el sistema de produccion en solido para la obtencidn de
biomasa o0 metabolitos secundarios, en los que se emplean sistemas inertes, las enzimas
producidas a escala industrial han sido obtenidas generalmente en cultivo liquido, debido a
las ventajas que proporciona este tipo de cultivo como el control de temperatura, pH, O,

concentracion y disponibilidad de sustratos.
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JUSTIFICACION E HIPOTESIS

JUSTFICACION

En la actualidad ha crecido el interés por estudiar a fondo la produccion, purificacion y la
caracterizacion de enzimas de microorganismos que pudieran utilizarse en la industria. En
el caso de C. gloeosporioides, debido a que es un fitopatdgeno los estudios se han centrado
principalmente en la fabricacion de pesticidas; sin embargo, los frutos y plantas producen
fitohormonas tales como &cido abscisico, &cido giberélico y acido indol-3-acético, las
cuales desempefian un papel importante en el desarrollo de la infeccion, generando
desequilibrios hormonales en la fase temprana, aumentando asi la susceptibilidad e
inhibiendo la expresion de moléculas de defensa del hospedero haciendo mas eficaz la
antracnosis generada por Colletotrichum sp., aunado a esto C. gloeosporioides es capaz de
producir quitinas desacetilasas como mecanismo de defensa (comienzan a desacetilar
parcialmente la quitina de sus propias paredes celulares) contra las quitinasas generadas por
el hospedero, obteniéndose asi productos parcialmente desacetilados. (Nahar et al., 2004;
Blair et al., 2006; Zhao et al., 2010).

Actualmente no existen reportes sobre las condiciones éptimas de produccién de CDA, ni
el uso de fitohormonas como inductores de la actividad CDA producidas por C.
gloeosporioides, razén por la cual, en este trabajo se propuso estudiar la produccion,
purificacion y caracterizacion de las CDA de C. gloeosporioides en cultivo sumergido

empleando diferentes sistemas de produccion enzimatica bajo condiciones de induccion.

HIPOTESIS

La adicion de inductores en el medio de cultivo, ademas del empleo de diferentes sistemas
de produccion, C. gloeosporioides serd capaz de producir una mayor cantidad de enzimas
CDA, las cuales al ser purificadas y caracterizadas, presentardn una mayor actividad
especifica y podran emplearse en la desacetilacion de biopolimeros.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Estudiar la produccion de la CDAs de C. gloeosporioides en cultivo sumergido,
modificando las fuentes de nitrégeno y carbono, adicionando inductores y empleando
sistemas cerrado y de lote alimentado; para su posterior purificacion y caracterizacion en la

desacetilacion de biopolimeros.

OBJETIVOS PARTICULARES:

& Evaluar el efecto de la fuente de carbono y nitrégeno sobre la produccién y

actividad CDA de C. gloeosporioides en cultivo sumergido.

& Evaluar el efecto de afiadir hoja de limon, fitohormonas y aminoazlcares como
inductores de la produccion de CDA C. gloeosporioides en cultivo sumergido en un

sistema cerrado.

& Incrementar la produccién enziméatica mediante el empleo de un lote alimentado y

adicién de inductor.

& Estudiar el efecto de los inductores sobre la composicién de las paredes celulares y

el desarrollo de C. gloeosporioides.

& Purificar a homogeneidad la enzima CDA producida por C. gloeosporioides y

caracterizar

& Evaluar la actividad de la enzima CDA purificada sobre biopolimeros y caracterizar

los productos de reaccion.
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CAPITULO UNO

CAPITULO 1:

EFECTO DE LA FUENTE DE
NITROGENO Y CARBONO SOBRE
LA PRODUCCION DE CDA EN UN
CULTIVO SUMERGIDO
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1.1 INTRODUCCION

Una produccion eficiente de biomasa y de los metabolitos de interés que sintetiza un
microorganismo depende en gran medida de la composicion del medio de cultivo en el que
crece, ademas de un adecuado balance entre todos los nutrientes. Las fuentes de nitrégeno y
carbono usadas y la relacion carbono-nitrégeno (C/N) son factores importantes que afectan
la formacion del micelio, el desarrollo del microorganismo y los metabolitos de interés
(Torres et al., 2011), ademas de otros factores como la temperatura y pH pueden afectar de

la misma manera.

La glucosa, es la fuente de carbono cominmente usada seguida de la fructosa y manosa, a
menudo éstas requieren una fase de adaptacion en el microorganismo, aunque los hongos
pueden utilizar otras fuentes de carbono como sacarosa, lactosa, maltosa y polisacaridos
como almidon, celulosa, pectina, entre otros (Griffin, 1981). Todos los organismos vivos
requieren de una fuente de nitrdgeno necesaria para la sintesis de aminoécidos, nucleétidos
y otros compuestos, en su gran mayoria los hongos prefieren fuentes de nitrogeno organicos
(urea), aunque en algunos medios se encuentran fuentes inorganicas donde se deben

adicionar aminoéacidos (glutamato y asparagina, entre otros) (Griffin, 1981).

Las enzimas CDAs han sido producidas por varios hongos como: Mucor roxii,
Metharhizium anisopliae, Colletotrichum lindemuthianum, Absidia coerulea, Aspergillus
nidulans Rhizopus nigricans ( Tsigos & Bouriotis, 1995, Win et al., 2001, Nahar et al.,
2004; Jeraj et al., 2006; Ghormade et al., 2010) entre otros, utilizando diversas fuentes de
carbono, entre las reportadas se encuentran glucosa, sacarosa, quitina coloidal y fructosa,
mientras las fuentes de nitrogeno encontradas en la literatura han sido NaNOg, (NH,4),SO,,
extracto de levadura, malta y acido glutamico (Araki e Ito, 1975; Gao et al., 1995; Tsigos
& Bouriotis, 1995; Tokuyasu et al., 1996; Cai et al., 2006).

El objetivo de este capitulo fue evaluar la produccion de enzimas CDA del fitopatégeno
Colletotrichum gloeosporioides en cultivo sumergido, modificando la fuente de nitrégeno y

carbono, ya que se busca incrementar la actividad especifica de la enzima CDA.
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1.2 MATERIALES Y METODOS
1.2.1 Microorganismo

La cepa utilizada fue Colletotrichum gloeosporioides que fue aislado de frutos infectados
de limon (var Eureka), y fue proporcionada de la coleccion del Centro de Biotecnologia
Gendmica del Instituto Politécnico Nacional (Reynosa, Tamaulipas).

1.2.2 Propagacion de C. gloeosporioides y obtencion de esporas

Se inocularon matraces Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de agar papa dextrosa (PDA) y
se incubaron a 28 °C durante 5 dias para su esporulacion. Las esporas se colectaron con
ayuda de un agitador magnético y solucién de Tween 80 (0.1 % p v) estériles; se
colocaron los matraces sobre una parrilla de agitacion hasta el desprendimiento de éstas. La
suspension concentrada de esporas se filtro a traves de Nytal estéril para separar los restos
de micelio. Por ultimo, la cuantificacion de las esporas se realiz6 con una camara de

Neubauer.

1.2.3 Efecto de la fuente de nitrégeno en la produccion de CDA

Se inocularon 1x10’ esporas g de nutriente™ en un biorreactor (Applikon B.V. Holland) que

contenia 1.6 L de medio liquido (Tabla 1.1), variando la fuente de nitrégeno.

Tabla 1.1. Composicion del medio de cultivo empleado para la produccion de CDA de C. gloeosporioides

Reactivo gL? ‘
Sacarosa 15
K;HPO4 1
MgSO,-7H,0 0.5
ZnS04-7H,0 0.018
FeSO,4-9H,0 0.01
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MnSO4-7H,0O 0.003
CuS04-5H,0 04

Tiamina* 0.01
Acido nicotinico* 0.01

*Son adicionados después de esterilizar el medio a una temperatura ambiente.

Las fuentes de nitrogeno utilizadas para cada experimento fueron: &cido glutdmico (6.6 g L
1, urea (1.57 g L), NaNO; (4.44 g L™) y (NH4),SO; (3.45 g L), manteniendo la relacién

C/N (13.8) la cual ha mostrado ser la mejor para este microorganismo (De Santiago, 2011)

El medio liquido se suplementé con hoja de limén (1.5 g L™, adicionado después de la
esterilizacion, a una temperatura ambiente). La cinética dur6 7 dias a 28 °C, 1vvm y 100
rpm, se tomaron muestras cada 24 h, las cuales fueron centrifugadas a 10,000 rpm durante
15 min a 4 °C para la determinacion de la actividad CDA y proteina.

1.2.4 Efecto de la fuente de carbono en la produccién de CDA

Se inocularon 1x10” esporas g de nutriente en un biorreactor de 3 L (Applikon B.V.
Holland) que contenia 1.6 L de medio liquido (Tabla 1.1), utilizando las fuentes de
nitrégeno que resultaron ser las mejores en el experimento efecto de la fuente de nitrégeno
y se vario la fuente carbono cambiando la sacarosa por glucosa, pero manteniendo

constante la cantidad empleada.

El medio liquido se suplementé con hoja de limén (1.5 g L™, adicionado después de la
esterilizacion, a una temperatura ambiente). La cinética dur6 7 dias a 28 °C, 1vvm y 100
rpm, se tomaron muestras cada 24 h, las cuales fueron centrifugadas a 10,000 rpm durante

15 min a 4 °C para la determinacion de la actividad CDA y proteina.
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1.2.5 Determinacion de actividad CDA

Se cuantificé la actividad CDA de las muestras, mediante el método propuesto por Kauss &
Bauch (1988). Es un método espectrofotométrico, en el que se usa una curva estandar con
glucosamina en distintas concentraciones (Anexo 1). La etilenglicol quitina (EGC)
funciona como sustrato para las enzimas, lo que libera es acetato con lo que se determina la

actividad con respecto a la curva patron.

La reaccion se lleva a cabo incubando 100 pL de EGC (1 pug mL™) con 50 uL del extracto
enzimatico crudo y se empled una solucion de tetraborato de sodio 50 mM, pH 8.5 a 37 °C
por 30 min. La reaccién se detuvo con la adicién de 250 uL bisulfito de potasio (5 %, p v'')
y 250 pL nitrito de sodio (5 %, p v''), se dejé reposar 15 min después de los cuales se
agreg6 250 pL sulfamato de amonio (12.5 %, p v''), después 5 min se adicionaron 250 uL
del agente croméforo 3-metil-2-benzotiazolinona hidrazona (0.5 %, p v*). Los tubos se
pusieron a ebullicion por 3 min y se enfriaron con agua fria y enseguida se agregaron 250
uL de cloruro férrico (0.5 %, p v''), se midi6 la absorbancia a una longuitud de onda de 650

nm en espectrofotdmetro (GENESYS 6, Thermo Spectronic).

Por cada determinacion se hicieron testigos, por lo cual la absorbancia empleada para los

célculos es la absorbancia de la muestra menos la absorbancia del testigo de la misma.

La cuantificacion de la actividad se obtuvo a partir de la curva estandar y se definié una
unidad de actividad como la cantidad de enzima capaz de producir un 1 pmol de acetato de
la etilenglicol quitina por minuto (Nahar et al., 2004).

1.2.6 Determinacion de proteina total

Se determiné por la técnica colorimétrica de Lowry-Peterson. Para la cuantificacion de
proteina total, se suma la determinacion de proteina soluble y la proteina insoluble y estas

se llevaron a cabo de la siguiente manera:
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» Proteina soluble

Se agreg6 1 mL de extracto crudo enzimatico en cada tubo, posteriormente se adicion6 0.5
mL de reactivo A (Anexo 2), se incub6 durante 10 min a 30 °C, después se agregd 1 mL de
reactivo B (Anexo 2) se agita en un vortex y se incuban 30 min a 30 °C. Posteriormente se
determind la absorbancia a una longitud de onda de 750 nm en un espectrofotometro. Se

realiz6 una curva de calibracion con sero albumina bovina como estandar (Anexo 2).

> Proteina insoluble

La determinacién se hizo tomando 0.2 g de biomasa humeda y se adicionaron 5 mL de
acido fosférico (0.15 M), se agitaron vigorosamente en vortex y se pusieron a ebullir
durante 7 min a bafio maria, posteriormente se centrifugaron a 12,000 rpm durante 10 min.
Del sobrenadante se realizo la cuantificacion de la proteina, tal como se procedié con la

determinacion de proteina soluble.

1.2.7 Analisis Estadistico

Los resultados fueron analizados con un analisis de varianza y comparacién multiple de
medias por Tukey Kramer, con el fin de determinar diferencias significativas en la
produccién de CDA con las diferentes variantes realizadas en cada experimento (p<0.05),
usando el programa estadistico NCSS, 2007 (PASS and GESS, USA). Todos los
experimentos se hicieron por triplicado.

1.3 RESULTADOS
1.3.1 Efecto de la fuente de nitrégeno sobre la produccion de CDA

Para la primera parte se mantuvo la fuente de carbono constante (sacarosa, SAC) para cada
combinacion empleada, cuando se utilizaron el acido glutdmico (AG), el (NH4),SO, vy la

urea como fuentes de nitrégeno no se presentd diferencia significativa entre si, pero el
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empled de NaNO3; mostro tener una produccion de CDA significativamente menor (0.28 U
mg de proteina™), (Figura 1.1a), las mayores producciones de CDA se obtuvieron a las 48 h
con AG y urea (0.64 y 0.50 U mg de proteina™). Con el mismo disefio experimental pero
afiadiendo la hoja de limédn, las actividades CDA en todos los experimentos aumentaron de
manera significativa con respecto a los controles (sin hoja de limén), (Figura 1.1b), se
muestra en ambas figuras el mismo comportamiento de produccion de CDA, al presentar 2
picos de actividad CDA a diferentes tiempos, siendo uno significativamente mayor que el

otro.

El experimento con la hoja de limén afiadida mostré de igual manera una mayor produccion
de CDA con 4cido glutdmico y urea siendo estas de 0.7766 y 0.8062 U mg de proteina™
respectivamente, presentando una diferencia en cuanto al tiempo de produccion con
respecto al control, siendo estos tiempos mayores que en los controles, ya que el AG
obtuvo la mayor produccion a las 72 h mientras la urea lo presentd a las 120 h,

estadisticamente no hay una diferencia significativa (p<0.05) (Andlisis Estadistico 1)
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Actividad CDA (U mg de proteina_l)
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Figura 1.1. Cinética de produccion de CDA de C. gloeosporioides con las diferentes fuentes de nitrégeno en cultivo
sumergid. A) Controles y B) Adicidn del inductor hoja de limdn. Donde para ambas gréaficas SAC+AG (circulo sélido),
SAC+Urea (circulo vacio), SAC+NaNOs (triangulo sélido), (SAC+NH4),SO, (triangulo vacio). Letras diferentes denotan
diferencia significativa (P<0.05)

De acuerdo al analisis estadistico no hubo diferencia significativa en los tratamientos SAC
+ AG y SAC + Urea aun cuando la hoja de limon fue afiadida al sistema, pero si la hubo
entre los tiempos de produccion, siendo, significativamente diferentes los tiempos de las 72

h'y 120 h respectivamente. (p<0.05) (Anélisis Estadistico 2)
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Existen reportes en los cuales el acido glutdmico ha sido principalmente utilizado como
fuente de nitrégeno para el crecimiento de C. gloeosporioides con la produccion de
diferentes concentraciones de CDA excretadas al medio (Tsigos et al., 2000). Tsigos &
Bouriotis, (1995) emplearon acido glutamico para producir, purificar y caracterizar la
enzima CDA de C. lindemuthianum. Deshmukh et al., (2012) usaron la urea para evaluar la
esporulacion de C. gloeosporioides, la cual se clasifico de de acuerdo con el nimero de

conidios, obteniendo de 51-100, lo cual fue clasificado como una esporulacion justa.

La interaccion SAC + Urea podria ser la mejor condicion debido al costo que implica el
AG, pero es importante hacer énfasis que la condicion SAC + AG produce la mayor
actividad especifica 48 h antes que el tratamiento SAC + Urea, por lo que representa una
ventaja para producir la enzima a mayor escala y considerando que se emplea un sistema de
produccidn enzimatica por lote (cerrado, sin entradas ni salidas) la reduccion de 120 h a 72
h implicaria que en 1 semana se puede obtener el doble de produccién de enzima. A pesar
de lo encontrado en la literatura y el beneficio que puede tener la reduccién de tiempos de
produccion, experimentalmente no se encontraron diferencias entre estos tratamientos por
lo cual, se decidid usar estas dos fuentes modificando la fuente de carbono, para asi poder

determinar la mejor.

1.3.2 Efecto de la fuente de carbono sobre la produccién de CDA

Se evaluaron dos fuentes de carbono: sacarosa y glucosa (GLC), alternando para cada caso
la fuente de nitrégeno. Cuando se llevé a cabo la interaccion SAC + AG y GLC + AG para
ambos casos se obtuvieron valores de actividad enziméatica mayores a 0.05 U mg de
protefna™®, mostrando un méaximo de actividad de 0.644 U mg de proteina™ con el uso de
SAC + AG, mayor a lo reportado por Pacheco (2009). A pesar de que la glucosa es
conocida como represor catabolico para diferentes enzimas quitinoliticas e inducibles
(Kauss & Bauch, 1988), en el presente trabajo, el uso de GLC + AG produjo la mayor
actividad CDA mostrando un maximo de 0.79 U mg de proteina™ a las 96 h (Figura 1.2a),

mientras las interaccibn GLC + Urea mostr6 un aumento con respecto a la actividad
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presentada anteriormente, de hecho presenta una disminucién de la actividad obteniendo

0.23 U mg de proteina™.

En la literatura se encuentra reportado que la mejor fuente de carbono para el crecimiento
de C. gloeosporioides es la xilosa seguida de glucosa y posteriormente la sacarosa
(Deshmukh et al., 2012), lo cual coincide con lo obtenido en este trabajo, mientras Yang et
al., (2000) reportaron la glucosa como la mejor fuente de carbono para el crecimiento de C.

musae.

Al adicionar hoja de limén (HL) al medio de cultivo como inductor de la actividad CDA, se
presentan actividades mayores a los controles, lo cual corrobora que la hoja de limon sirve
como inductor de la actividad CDA, obteniéndose la mayor actividad con la interaccion
GLC+AG+HL siendo esta de 1.15 U mg de proteina™ y mostrando diferencia significativa
con respecto a la combinacién SAC+ AG + HL, el mismo patrén cinético fue observado
con el uso de la urea, mostrando mayor actividad con la interaccion GLC + Urea + HL,

presentando 0.49 U mg de proteina™.
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Figura 1.2. Cinética de produccion de CDA de C. gloeosporioides con las diferentes fuentes de carbono en cultivo
sumergido. A) Controles y B) Adicion del inductor hoja de limén. Donde para ambas graficas SAC+AG (circulo sélido),
SAC+Urea (circulo vacio), GLC+AG (triangulo sélido), GLC+Urea (tridangulo vacio). Letras diferentes denotan diferencia

significativa (P<0.05)

Algunos autores que han utilizado glucosa como fuente de carbono para la produccién de
CDA Tokuyasu et al., (1996) reportaron 0.019 U mg de proteina™ para Colletotrichum
lindemutianum después de 18 dias de cultivo, por su parte Tsigos et al., (1995) produjeron
alrededor de 0.002 U mg of proteina™ después de 72 h de cultivo también para C.

lindemutianum. De Santiago, (2011), obtuvo alrededor de 0.8 U de CDA; sin embargo, este
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valor fue por gramo de sustrato soluble. Cuando se utilizé fructosa y quitina coloidal como
fuentes de carbono, los valores reportados fueron menores a 0.055 U mg de proteina™
(Pacheco, 2009).

1.4 CONCLUSION

El uso de &cido glutdmico y urea como fuentes de nitrégeno en cultivo sumergido
incrementaron 3 veces la actividad desacetilasa que cuando se usaron el nitrito de sodio y el
sulfato de amonio, cuando se evaluo la fuente de carbono la actividad se vio favorecida con
el uso de glucosa y acido glutdmico mostrando un maximo de actividad de 0.79 U mg de
proteina™a las 96 h. En todos casos la actividad CDA se vio favorecida con la hoja de limén
afiadida al medio de cultivo, aumentando casi 2 veces la produccion, siendo importante
resaltar que ademas aceler6 la produccion de las enzimas, obteniéndose mayores
actividades en menores tiempos con respecto a los tratamientos sin hoja afadida, por lo
cual esto sugiri6 que algun compuesto encontrado en la hoja de limén tiene un efecto
inductor sobre las produccion CDA de C. gloeosporioides. EI medio glucosa, acido
glutdmico y hoja de limén, es un medio adecuado para una mayor produccion de la enzima

CDA al obtenerse 1.15 U mg de proteina™.
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CAPITULO 2:

LA ADICION DE ACIDO
ABSCISICO INCREMENTA LA
PRODUCCION DE CDA DE
Colletotrichum gloeosporioides EN
CULTIVO SUMERGIDO
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2.1 INTRODUCCION

Las fitohormonas son moléculas orgéanicas que desempefian el papel de mensajeros y son
importantes para el desarrollo de la planta. Estos compuestos bioldgicos interactian dentro
de un equilibrio de una manera sinérgica 0 antagonica en respuesta al estrés bidtico y
abiotico (Hartung, 2010). Ciertos patdgenos inducen con éxito enfermedades a través de su
capacidad para suprimir o inducir un error en el mecanismo de defensa de las plantas. La
susceptibilidad de los 6rganos de la planta, especialmente en frutas y flores, por la invasion
de microorganismos fitopatdogenos aumenta con el envejecimiento y la maduracion.
Algunas fitohormonas, tales como etileno, aceleran la senescencia y aumentar la
susceptibilidad, mientras que los que retrasan la senescencia, tales como citoquinina y
giberelina, tienden a aumentar la resistencia (Hwang et al., 2008).

Las fitohormonas pueden causar desequilibrios hormonales en la fase temprana de la
infeccion debido al desarrollo de la planta. Los microorganismos fitopatdgenos pueden
producir desequilibrio durante el proceso de la enfermedad por la produccién de sus propias
fitohormonas. Este efecto ha sido bien documentado con Colletotrichum gloeosporioides,
que es capaz de producir &cido indol-3-acético (IAA) a partir de triptéfano (Robinson et al.,
1998). ElI IAA también se ha producido en la planta por este hongo y a altas
concentraciones inhibe la expresion de moléculas de defensa de las plantas (Maor et al.,
2004). Por lo tanto, la manipulacion de la fitohormona podria crear un entorno adecuado
para el crecimiento de hongos en la planta, segun lo informado por Ulfers et al., (2015), que
aplica &cido abscisico (ABA) exdgenamente en una mutante de cebada con un defecto en la
biosintesis de ABA reduciendo asi la resistencia contra el hongo Magnaporthe oryzae. En
otro estudio, la antracnosis causada por Colletotrichum acutatum se aceleré con la
presencia de acido abscisico y giberélico en pimientos. Estas fitohormonas aceleran o
retrasan la senescencia de fruta y aumentan la susceptibilidad a la antracnosis y también
estimulan o inhiben el crecimiento de hongos fitopatdgenos (Cleland & Tanaka, 1982; Blair
et al., 2006; Iriti & Faoro, 2008). Por otra parte, la produccion de enzimas degradadoras
durante el proceso de fitopatogénesis es favorecida como parte del mecanismo de
resistencia de la planta. Los hongos fitopatdgenos, a su vez, evaden las hidrolasas de la
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planta desacetilando parcialmente la quitina de su pared celular mediante la accion de la
enzima CDA tal como se detectd en C. lindemuthianum (Blair et al., 2006).

La funcion de afiadir fitohormonas al medio de cultivo de hongos es poco clara y hay pocos
informes sobre la estimulacion o el nulo efecto del ABA sobre el crecimiento del micelio
(Hartung et al., 2010). Ademas, se determinaron incrementos del contenido de quitosano en
las paredes celulares de Rhizopus oryzae y Mucor rouxii cuando se cultivan en medios
suplementados con giberelinas, 1AA, &cido butirico y kinetina (Chatterjee et al., 2008;
2009). A pesar de estos informes no existe informacion sobre el efecto de fitohormonas

externas en el crecimiento de C. gloeosporioides y la produccion de CDA.

En este sentido, se estudiaron los efectos de la fitohormona sobre los procesos de
germinacion y de la produccion de biomasa, asi como la produccion de CDA al adicionar
acido abscisico (ABA) en un cultivo discontinuo por lote alimentado. Ademas, la quitina de
la pared celular del hongo fue aislada y caracterizada con el fin de determinar si hay un
papel de la actividad CDA sobre la composicion quimica de la biomasa cuando el hongo se

cultivo con ABA afiadido al medio de cultivo.

2.2 MATERIALES Y METODOS
2.2.1 Microorganismo

La cepa Colletotrichum gloeosporioides CF-6 fue aislada de frutos y hojas infectadas de
limon, (Citrus limon var Eureka), perteneciente a la coleccion del Centro de Biotecnologia
Genomica of Instituto Politécnico Nacional (Meéxico). La cepa fue sembrada en agar papa
dextrosa. La suspension de esporas fue obtenida después de 7 dias por agitacion mecanica

con una solucién estéril de Tween 80 al 0.1 % (v v'Y).

2.2.2 Condiciones de produccion de CDA

La composicion del medio liquido (GAM) para la produccién CDA fue la siguiente (g L™):
15 g L™ de glucosa, 6.6 g L™ de 4cido glutdmico, 1 g de K,HPO4, 0.5 g de MgSO,+7H,0,
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1.8 mg de ZnSO4*7H,0, 1 mg de FeSO4+7H,0, 0.3 mg de MnSO4H,0, 0.4 mg de
CuS04+5H,0 suplementado con 1 mg de tiamina y 1 mg de &cido nicotinico (Tsigos &
Bouriotis, 1995; Pacheco et al., 2013).

2.2.3 Determinacion del efecto de amino azlcares y fitohormonas sobre la actividad

CDA de C. gloeosporioides

Para la evaluacion del efecto de los inductores, la fermentacion sumergida se llevo a cabo
en matraces Erlenmeyer de 250 mL que contenian 50 mL de medio GAM. El medio fue
inoculado con 1x10 esporas g de nutriente™ y fue incubado a 28 °C. Se tomaron muestras
por triplicado cada 24 h por un periodo de 96 h. Las muestras fueron filtradas y el
sobrenadante fue usado como extracto crudo de enzimas, mientras la biomasa obtenida fue
colectada para su determinacién por peso seco. EI medio fue suplementado con diferentes
compuestos incluyendo 0.36 g L™ de N-acetil-D-glucosamina (NacGlc), 0.77 g L™ de
glucosamina (Glc), 23 mg L™ de 4cido giberélico (GA), 23 mg L™ de 4cido abscisico
(ABA) o 23 mg L™ de 4cido indol acético (IAA), las concentraciones fueron establecidas

de acuerdo a lo reportado previamente por De Santiago (2011).

2.2.4 Produccion de CDA de C. gloeosporioides con ABA afiadido en biorreactor por

lote y por lote alimentado

La suspension de esporas (1x107 esporas g de nutriente™) fue inoculada en un biorreactor
(Applikon B.V. Holland) que contenia 1.6 L de GAM sin (control) o con la adicion de
ABA (23 mg L™) en cultivos discontinuos, se incubé a 28 °C, 1 vwm y 100 rpm.
Posteriormente, basandose en los resultados, se realizaron cultivos sumergidos por lote
alimentado (SmC), estos se llevaron a cabo mediante la alimentacion de GAM fresco (600
mL) a las 48 h con o sin adicién de mas inéculo (1x10’ esporas g de sustrato seco inicial™).
Se tomaron muestras cada 24 h durante 144 h, determinado pH, actividad CDA, contenido
de proteina, contenido de azUcares totales y produccion de biomasa.
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2.2.5 Determinacion de pH, produccion de biomasa, actividad CDA, azUcares totales y

contenido de proteina

El pH de las muestras fue medido con un potenciometro (pH 210 HANNA, Italia). Las
muestras fueron centrifugadas a 10,000 rpm y 4 °C durante 25 min. Para la cuantificacion
de biomasa, esta fue colectada, lavada con agua desionizada, filtrada (Whatman 40, USA) y
secada a 100 °C durante toda la noche. El sobrenadante obtenido fue usado como extracto
crudo de enzimas para su futuro andlisis. La actividad CDA fue determinada del extracto
crudo de enzimas siguiendo el método de Kauss & Bauch (1988) usando etilenglicol
quitina como sustrato y D-glucosamina-HCI (0 a 0.035 pmol mL™) como estandar. Una
unidad de CDA fue definida como la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 pmol de
acetato por minuto a las condiciones de ensayo. El contenido de proteina fue determinado
mediante el método de Lowry-Peterson (1983) usando sero albumina bovina como
estdndar. Los azlcares totales fueron determinados del sobrenadante siguiendo la

metodologia reportada por Dubois et al., (1956) usando glucosa como estandar.

2.2.6 Esporas germinadas

20 mL de medio se colocaron en cajas petri que contenian tres cubreobjetos y se inocularon
a una concentracion de 1 x10” esporas por g de sustrato seco inicial™ y se incubaron a
28 °C y 100 rpm. 200 esporas (germinadas y no germinadas) se contaron usando un
microscopio de luz (Carl Zeiss, Alemania) y el nimero de esporas germinadas por
cubreobjetos fue determinada cada hora. Se consideraron esporas germinadas cuando la
longitud del tubo germinal fue de un medio del diametro de la espora. El conteo de esporas
germinadas se realizo por triplicado y el ensayo se detuvo cuando se obtuvo el 100 % de
germinados. La actividad CDA fue determinada cada 4 h siguiendo el procedimiento

descrito anteriormente (Seccién 2.2.5).
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2.2.7 Anélisis SEM

El andlisis SEM se llevé a cabo en un microscopio electronico de barrido (JEOL JSM-5900
LV, Tokio, Japén) con muestras tomadas en la fase inicial del crecimiento del hongo. Las
muestras se fijaron con glutaraldehido (5 % v v'!), tratadas con OsO, (1 % p v?) y

deshidratadas con metanol; posteriormente se cubrieron con oro para su analisis.

2.2.8 Extraccion de quitina de la pared del hongo y determinaciéon de su fraccién
acetilada (Fa)

La biomasa fue lavada con agua destilada y se rompio la pared celular con ayuda de un
ultraturrax (1 min, 8000 rpm, 25 °C), posteriormente fue filtrada y resuspendida
nuevamente en agua, este procedimiento se realizd 3 veces y se procedioé a liofilizar la
muestra (Niederhofer & Mauller, 2003). Subsecuentemente la pared celular del hongo fue
lavada en relacién 1:40 (biomasa: solvente) en el siguiente orden: cloroformo, cloroformo-
metanol (2:1 v™), diclorometano, dimetil sulféxido y agua desionizada para la eliminacién
de lipidos, proteinas y glucanos libres, después se procedio a liofilizar (Heux et al., 2000).
Para la purificacion total de la quitina se trato el liofilizado con NaOH 1M en una relacion
1:40 (p v'') por 24 h a 70 °C para una completa desproteinizacion y después se centrifugé a
14,000 rpm, 25 °C por 15 min (Einbu & Varum, 2008). El pellet fue lavado repetidamente
con agua caliente (70 °C) hasta la neutralizacion y la muestra fue liofilizada (Farzaneh et
al., 2010). La muestra fue resuspendida en una relacién 1:100 (p v'*) en &cido acético (0.3
M) por toda la noche a 25 °C bajo agitacién mecanica. Transcurrido este tiempo, la fraccion
insoluble se consider6 quitina, fue separada por filtracion, liofilizada y pesada. El

rendimiento de quitina fue expresado como un porcentaje de quitina por biomasa producida

(peso seco) (Y,

uitina/Biomasa)'

La quitina fue disuelta en DCI concentrado (7.6 N) por 24 h a 25 °C usando agitacion
mecénica. Posteriormente, las muestras fueron analizadas por espectroscopia *H RMN
(Bruker, Spectrospin 300, Alemania) a 300MHz con acido 3- (trimetilsilil) propidnico
deuterado (TMPS) como referencia interna. Las fracciones acetiladas (Fa) de la quitina se

calcularon de acuerdo al método descrito por Einbu & Varum (2008).

35



CAPITULO DOS

2.2.9 Andlisis estadistico

Los datos fueron sometidos a un analisis de varianza y comparacion multiple de medias
mediante la prueba de Tukey Kramer con el fin de determinar las diferencias significativas
de las actividades CDA entre los compuestos (fitohormonas y amino azucares), la
germinacion y el lote alimentado utilizando el programa estadistico NCSS (NCSS, PASS y
GESS, 2001) (p <0.05).

2.3 RESULTADOS Y DISCUSION
2.3.1 Seleccidn de fitohormonas y amino azucares sobre la produccion de CDA

El uso de fitohormonas incrementa la cantidad de quitosano en la pared celular del hongo
(Chatterjee et al., 2008; 2009), aunque el NacGlc y Glc también provocan la sintesis de la
pared celular de los hongos por accion de la quitina sintasa, la cual al estar presente en el
medio de cultivo induce dimorfismo en levaduras (Simoneti et al., 1974). Al mismo tiempo,
se estudio la adicion de IAA, ABA, GA, NacGlc y Glc individualmente para evaluar su
efecto sobre la produccién de CDA. Las concentraciones empleadas de los diferentes
inductores fueron reportadas previamente por De Santiago (2011), en donde se probaron
concentraciones de 0.23, 2.3, 23, 230, 360, 770 y 2000 mg L™, obteniéndose diferencias
significativas (p<0.05), de las actividades especificas CDA a diferentes concentraciones, lo
que permitié concluir que la concentracion es una variable significativa y las mejores
interacciones (Inductor-Concentracién) fueron Glc—23 mg L™, GA;—2.3 mg L, ABA-23
mg L™, IAA-23 mg L™ y para NacGlc —2.3mg L™. Al probar las mejores interacciones de
inductor—concentracion los resultados mostraron que la adicion de ABA mejora la actividad
enzimatica, como se observa en la Figura 2.1, por otra parte las actividades CDA con GAM
suplementado con NacGlc y Glc no fueron significativamente diferentes al control, la
produccion se mantuvo constante desde las 48 h hasta las 96 h. Resultados similares se
obtuvieron en el cultivo sumergido con fitohormonas, donde sélo se mostré un impacto
positivo en la actividad CDA para ABA, siendo 9.5 veces mas alta la actividad (1.05 U mg
proteina™®) que la obtenida por el control (0.11 U mg proteina™). Por lo tanto, los siguientes
experimentos se llevaron a cabo utilizando GAM con ABA afiadido como inductor.
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Figura 2.1. Cinética de actividad CDA en SmC de C. gloeosporioides con fitohormonas (23 mg L™): GA (tridngulo
s6lido), ABA (cuadrado sélido), IAA (triangulo vacio) y amino aziicares: NacGlc (0.36 g L) (circulo sélido) y Glc (0.77
g L™ (circulo vacio). Puntos con diferente letra son significativamente diferentes de acuerdo a la prueba de comparacién

multiple de medias de Tukey (p<0.05).

2.3.2 Cultivos discontinuos y de alimentacion por lotes para la produccion de CDA.

Estd bien documentado que el ABA cumple varias funciones bioldgicas durante el
desarrollo de la planta incluyendo la regulacion durante la germinacion, la transpiracion y
la respuesta al estrés abidtico. Por otra parte, estudios con frutos de pimiento con
antracnosis revelaron que el ABA podria suprimir mecanismos de defensa de las plantas
que conduce a cambios en el desarrollo de Colletotrichum (Tsigos et al., 2000). Segln
Vargas et al., (2012) C. graminicola es responsable de la antracnosis en el maiz y comienza
su infeccién como patégeno biotrofico y posteriormente cambia a ser necrotrofico. Esta

cepa fue reportada como un activo supresor de las defensas de la planta durante la fase

biotréfica.
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A pesar de que en la actualidad existen estudios que afirman que el ABA acelera el
crecimiento de hongos en el cultivo por lotes (Hwang et al., 2008) y en planta (Maor et al.,
2004), en el presente documento, no se presentaron cambios significativos en la biomasa
producida al afadir ABA, de hecho, la tasa de crecimiento para el control fue
significativamente menor (u=8.73x10° h™) que la estimada con ABA (n=1.82x107 h™)
(Figura 2.2). El crecimiento del hongo resulta en el agotamiento de la glucosa después de
las 96 horas del SmC con GAM, provocando el inicio de la fase estacionaria y a partir de
entonces los azucares se consumen totalmente (120 h) (Figura 2.2a). En contraste, cuando
se adicion6 ABA al medio GAM, se presentd un bajo consumo de azucares a lo observado
con el control; por lo tanto C. gloeosporioides se encontré en fase de crecimiento (Figura
2.2b). Las actividades CDA fueron detectadas en las fases lag y de aceleracion. Cabe
sefialar que GAM con ABA afiadido muestra una actividad significativamente mas alta que
con el control, aunque esta produccion se encuentra en las primeras etapas de crecimiento

de hongos.

La actividad especifica mas alta de CDA en el control (0.79 U mg proteina™) corresponde
al segundo pico, el cual se encuentra en la fase estacionaria de crecimiento del hongo; este
resultado experimental es similar a lo reportado por Pacheco et al., (2013) en C.
gloeosporioides cultivado a pH 6, sin embargo, en el trabajo previo la actividad especifica
méxima fue de 0.018 U mg proteina™ a las120 h, que es considerablemente inferior a la
obtenida en este trabajo, por lo que el aumento en la actividad CDA podria atribuirse al pH
acido 3.2-4.5 durante las 120 h del SmC. (Anexo 3, Figura 2.7)

El hongo C. gloeosporioides esta adaptado para crecer y superar las barreras naturales de la
planta, incluidos los aceites esenciales, la compleja composicion de la cascara y el pH
acido. En este sentido, Deshmukh et al., (2012) informé que C. gloeosporioides fue capaz
de crecer y esporular en un amplio intervalo de pH (4.0 a 8.0) en SmC, produciendo mas

biomasa y esporas a pH de 5.5y 6.0 que apH 7.5a 8.0.

De acuerdo con nuestras evidencias experimentales la actividad CDA esta influenciada por
el pH del ambiente, tal efecto podria explicarse por procesos de regulacion de pH
responsables de codificar enzimas extracelulares y permeasas en el hongo, asi como la

estabilizacion y las actividades bioldgicas de las enzimas y otros metabolitos que se
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conservan en cierto pH cuando son excretados al medio (Prusky et al., 2001; Ramirez et al.,
2010). Existe una modulacion del pH durante la maduracion de la fruta que inicia
normalmente a pH &cido, el cual aumenta durante la maduracién. En instancia, este cambio
del pH regula la expresion y secrecion de la pectato liasa de C. gloeosporioides en frutos de
aguacate (Prusky et al., 2001). Ademas de eso, el pH del ambiente también se modifica por
el crecimiento del hongo, por ejemplo, la producciéon de amonio como se observa en la

Figura 2.2, con un aumento gradual del pH.
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Figura 2.2. Cinética de produccién de biomasa (cuadrado vacio), azlcares totales (tridngulo sélido), actividad CDA
(circulo solido) y pH (equis) de C. gloeosporioides en SmC: a) Control y b) medio suplementado con ABA.

Los analisis microscépicos se llevaron a cabo en C. gloeosporioides con el fin de
determinar el porcentaje de esporas germinadas, asi como la observacion de tubos
germinales, hifas especializadas, apresorios y otros relacionados con la estructura en las
primeras etapas de crecimiento. Las actividades CDA también se determinaron junto con el
analisis microscopico, (Figura 2.3). La germinacion de las esporas se inici6 a las 7 h de
incubacion en el control y el 100 % de esporas germinadas fueron contadas a las 24 h.
Hubo un notable retraso en el proceso de germinacion en comparacion con el trabajo
informado por Shi et al., (2011), que determina 96.4 % de las esporas germinadas de C.
gloeosporioides en agar papa dextrosa después de 8 h de incubacion, este retraso puede ser
debido al pH acido en GAM (2.3), que esta lejos del éptimo de 5.5-6 tal como lo report6
Deshmukh et al., (2012) para C. gloeosporioides. Sin embargo, el bajo pH del medio GAM
con ABA afiadido no mostré ser una limitante, éste estimulo la germinacion, la cual

termind después de 10 h y comenz6 a las 2 h (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Porcentajes de esporas germinadas de C. gloeosporioides en GAM (circulo solido) y GAM con ABA afiadido
(circulo vacio). Las esporas germinadas fueron determinadas hasta las 24 h después de la inoculacién. Cada punto
representa la media de tres experimentos con 200 observaciones por experimento. CDA en GAM (cuadrado sélido) y
GAM con ABA afiadido (cuadrado vacio). Letras diferentes representan diferencia significativa (P<0.05)

Los conidios presentaron una morfologia de elipse al tiempo cero, como lo informé Shi et
al., (2011), esta morfologia se conservo hasta las 7 h en el control, mientras que en GAM
con adicion de ABA la polarizacion de esporas comenzé a la primera hora (Figura 2.4). El
proceso de germinacion procedid rapidamente y los tubos germinales fueron visibles a las 4
h, las esporas septadas se presentaron a las 9 h (Figura 2.4), mientras que en el control, los
conidios estaban en la etapa de polarizacion en ese momento. El alargamiento de los
conidios se produjo en tubos germinales largos o cortos, sin apresorios y se diferenciaron
nuevos conidios. En este sentido, los aislamientos de C. gloeosporioides no siempre forman
apresorios ya que pueden penetrar directamente con los tubos germinales (Cascino et al.,
1990; Kim et al., 1999).
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2.3.3 Produccién de actividad CDA en lotes alimentados

Se realizaron dos estrategias experimentales de lote alimentado, la primera consistio en
afiadir s6lo medio GAM fresco y la segunda fue afadir medio GAM fresco e inocular
esporas a las 48 h para ambos casos. El tiempo de alimentacion fue seleccionado debido a
la evidencia de que la produccién CDA se redujo después de 48 h (Figura 2.2b). La adicion
de esporas junto con medio fresco se consider6 como la estrategia adecuada de lote
alimentado debido al alto nivel de la actividad CDA, asi como el efecto positivo de ABA en
el proceso de germinacion (Figura 2.3). Los estudios de SEM revelaron que ABA estimula
la germinacion (Figura 2.4) y nuestros resultados concuerdan con lo reportado por Hwang

et al., (2008) en relacion con la aceleracion de la antracnosis al usar ABA.

El comportamiento del SmC de C. gloeosporioides se muestra en la Figura 2.5, donde la
fase exponencial se amplié en las SmC de los lotes alimentados (Figura 2.5a). Como se
observa, SmC presenta un pH éacido 3.23 a 3.5 durante los experimentos (Figura 2.5a). La
actividad CDA mas alta por lotes (3.64 U mg proteina™) se determin6 a las 96 h de
alimentacion con in6culo agregado, mientras que lotes alimentados con solamente GAM

afiadido produjo 2.15 U mg proteina™ a las 48 h (Figura 2.5b).

Los resultados muestran claramente que las actividades CDA se determinaron en las etapas
iniciales del crecimiento de hongos, precisamente en el inicio de la fase de aceleracion;
ademas, la actividad presentd un aumento significativo en SmC por lotes alimentados con

indculo agregado (Figura 2.5b).
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Figura 2.5. Cinética de produccion de biomasa y azUcares totales (A) y actividad CDA (B) de C. gloeosporioides en SmC
GAM con ABA afiadido en lotes alimentados (circulos); GAM con ABA afiadido en lotes alimentados con indculo
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biomasa. Las flechas muestran cuando la alimentacion comenzé. Puntos con diferentes letras significan diferencias

significativas de acuerdo a la prueba de comparacién de medias por Tukey (p<0.05).
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2.3.4 Purificacion de quitina de las paredes celulares del hongo en cultivo discontinuo
alimentado con ABA afadido.

Los rendimientos de quitina obtenidos no fueron significativamente diferentes con 3.5 %y
2.7 % para el medio de control (GAM) y el lote alimentado con inéculo agregado,
respectivamente. El Fa determinado para nuestra quitina obtenida por SmC con GAM, fue
de 0.90, esté valor se encuentra en el intervalo reportado en la literatura, Di Mario et al,
(2008) informaron de un F5 de 0.90 a 0.98 para quitinas obtenidas biomasa de siete
basidiomicetos producidos en SmC. Este valor Fa también se encuentra en otras fuentes de
quitina tales como crustaceos como en el estudio de Einbu & Varum (2008) quienes
informaron de una FA=0.96 para la quitina de camardn. Sorprendentemente, el Fa de la
quitina producida en GAM fue significativamente mayor que el Fa de la quitina obtenida
del SmC por lotes alimentados con indculo agregado y medio fresco suplementado con
ABA (Fa=0.76) (Figura 2.6). La explicacion plausible de la disminucién en la fraccion de
unidades acetiladas de la quitina fungica producida, podria ser atribuido a la alta
produccion de CDA con la presencia de ABA en el medio de cultivo. El crecimiento
exitoso y la colonizacién de hongos fitopatdgenos esté relacionada con la germinacion de
los conidios y la evasion de hidrolasas defensa de las plantas. Para este proposito, los

hongos son capaces de desacetilar la quitina de su pared celular por CDA.
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2.4 CONCLUSION

La fitohormona ABA acelera el proceso de germinacion de C. gloeosporioides en nuestro
sistema de alimentacion por lotes y aumenta la produccion CDA. Nuestras actividades
CDA obtenidas fueron mayores que la reportada previamente en cultivos discontinuos, lo
que se atribuye a la mejora de las condiciones del cultivo por lote alimentado realizado. La
fitohormona ABA tiene un impacto en la composicién de la pared celular de C.

gloeosporioides y esto se reflejo en las fracciones acetiladas de la quitina obtenida.
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CAPITULO 3:

PURIFICACION Y
CARACTERIZACION DE UNA CDA
EXTRACELULAR DE Colletotrichum

gloeosporioides
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3.1 INTRODUCCION

La quitina es el segundo polimero mas abundante de la naturaleza, se encuentra formado
por residuos de N-acetil-D-glucosamina unidos por enlaces B (1-4), es un polisacarido
estructural que se encuentra comdnmente en el exoesqueleto y cuticulas de muchos
invertebrados, crustaceos y en la pared celular de hongos, levaduras y algas ademas de ser
de facil obtencién y renovable. (Gao et al., 1995; Tsigos & Bouriotis, 1995; Tsigos et al.,
2000; Zhang et al., 2005; Dahiya et al., 2006; Cai et al., 2006; Einbu y Varum, 2008). Una
de las principales desventajas de la quitina es su alta cristalinidad, lo cual la hace un
material extremadamente insoluble en soluciones acuosas y en solventes organicos, lo que
limita sus aplicaciones en la industria (Tsigos & Bouriotis, 1995; Tsigos et al, 2000; Win &
Stevens, 2001; Cai et al., 2006).

El quitosano es un biopolimero derivado de la quitina (la forma desacetilada de la quitina)
que puede encontrarse naturalmente en las paredes celulares de algunos hongos,
particularmente en el grupo de los Zigomicetos (Tsigos & Bouriotis, 1995; Tokuyasu et al.,
1996; Chatterjee et al., 2008), en la actualidad es obtenido mediante una N-desacetilacion
termo-quimica (soluciones calientes de alcali a periodos largos de tiempo) de la quitina lo
que hace al quitosano soluble en soluciones acuosas &cidas y mucho méas manejable, con un
gran numero de aplicaciones, con este método se obtienen quitosanos con un grado de
desacetilacion del 85 al 93 % (Chang et al., 1997; Wu et al., 2004; Simionatto & Gomes,
2006; Cai at al., 2006), pero tiene la desventaja de dar origen a productos de gran
variabilidad en el DA y bajo peso molecular al ser una reaccién no especifica (Tokuyasu et
al., 1996; Chang et al., 1997; Synowiecki et al., 2003; Cai et al., 2006).

Una alternativa o un procedimiento complementario, es la desacetilacion enzimatica, que
puede realizarse usando CDA (EC. 3.5.1.41) bajo condiciones suaves de reaccion que
superan las desventajas presentadas con en el tratamiento alcalino (Trudel & Asselain,
1990; Kafetzopoulos et al., 1993; Tsigos & Bouriotis, 1995; Cai et al., 2006), ya que los
procesos enzimaticos permiten la produccion de oligdmeros de quitosano con
caracteristicas especificas y alta solubilidad en soluciones acuosas y que pueden ser
utilizadas en diferentes aplicaciones biomédicas, farmacéuticas y cosmetoldgicas
(Tokuyasu et al., 1996; Tsigos et al., 2000; Megia et al., 2005; Young-Ju et al., 2008), estas
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enzimas hidrolizan el grupo acetamido en las unidades N-acetilglucosamina de la quitina o
el quitosano, generando unidades de glucosamina y acido acético, (Zhao & Muzzarelli,
2010). En general las quitinas desacetilasas (CDA) han sido identificadas, caracterizadas y
purificadas del medio de cultivo de Colletotrichum lindemuthianum, Scopulariopsis,
brevicaulis, Aspergillus nidulans, Metarhizium anisopliae (Tsigos & Bouriotis, 1995;
Tokuyasu et al., 1996; Sherestha et al., 2004; Nahar et al., 2004; Cai et al., 2006) y del
micelio de diferentes hongos tales como lo son: Mucor rouxii, Absidia coerulea y
Aspergillus nidulans (Kafetzopoulos et al., 1993; Gao et al., 1995; Alfonso et al., 1995), las
propiedades de estas CDA como el peso molecular, pH 6ptimo, temperatura optima y
especificidad por el sustrato han sido estudiadas (Zhao & Muzzarelli, 2010). La actividad
de la CDA ha sido evaluada sobre diferentes sustratos entre los que se encuentran quitinas
modificadas quimicamente, quitosano reacetilados con un DA del 52 %, quitina comercial,
quitinas cristalinas y amorfas obtenidas de desechos de camardn, quitinas parcialmente
desacetiladas, oligbmeros de quitina, quitina coloidal, quitina comercial, glicol quitina, N-
acetil glucosamina y N-acetilquitooligosacaridos, obteniendo diferentes grados de
desacetilacion en los productos de reaccion, cabe destacar que en algunos sustratos
utilizados la enzima CDA no fue capaz de desacetilar el sustrato empleado (Araki e Ito,
1975; Kafetzopoulos et al., 1993; Gao et al., 1995; Tsigos & Bouriotis, 1995; Tokuyasu et
al., 1996; Nahar et al., 2004; Cai et al., 2006; Pacheco et al., 2013).

En este trabajo, una CDA extracelular de Colletotrichum gloeosporioides fue producida en
cultivo sumergido utilizando el sistema de produccién enziméatica de lotes alimentados
adicionado con acido abscisico como inductor de la actividad CDA, aislada y purificada.
Las propiedades de la enzima como pH Optimo, temperatura Optima, peso molecular,
concentracion de sustrato éptimo fueron determinadas y la actividad sobre sustratos fue
evaluada en quitosano reacetilado con un DA del 57 % y otro con un DA del 69 %, &cido
hialurénico comercial (H.T.M) y una quitina tratada previamente con expansion rapida con

freon y fibrilacion con FA=0.73.
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3.2 MATERIALES Y METODOS
3.2.1 Microrganismo y condiciones de produccion CDA

La cepa C. gloeosporioides fue proporcionada del centro de Biotecnologia Gendmica del
Instituto Politécnico Nacional y fue propagada en PDA durante 7 dias a 28 °C, las esporas
se cosecharon con ayuda de un agitador magnético y solucion de Tween 80 (0.1 %)
estériles y se inocularon 1x10’ esporas por gramo de nutriente™ en un biorreactor
(Applikon B.V. Holland). La produccion de enzimas se realizd por lotes alimentados de
acuerdo a lo descrito por Ramos et al., 2016 (Capitulo 2), en medio GAM adicionando
acido abscisico (ABA) (Tropigen S.A de C.V), la alimentacion se realizé afadiendo
indculo y medio GAM fresco con ABA afiadido, la cinética dur6 96 horas a 28 °C, lvwmy
100 rpm.

3.2.2 Determinacioén de la actividad enzimatica

Se cuantificé la actividad CDA de las muestras, mediante el método propuesto por Kauss &
Bauch (1988). La reaccion se llevo a cabo utilizando etilenglicol quitina como sustrato (1
mg mL™) con el extracto enzimético en una solucién de tetraborato de sodio 50 mM, pH
8.5 a 37 °C por 30 min., la reaccion se detuvo con la adicion de bisulfito de potasio (5 %, p
v'Y) y nitrito de sodio (5 %, p v''), se dejo reposar 15 min después de los cuales se agregd
sulfamato de amonio (12.5 %, p v''), después 5 min se adicioné como agente croméforo 3-
metil-2-benzotiazolinona hidrazona (0.5 %, p v*). Los tubos se pusieron a ebullicién por 3
min y se enfriaron con agua helada y enseguida se agregé cloruro férrico (0.5 %, p v, se
midié la absorbancia a una longuitud de onda de 650 nm en espectrofotdémetro (Jenway
6305, UK) y se definié una unidad de actividad como la cantidad de enzima capaz de

producir un 1 pumol de acetato de la etilenglicol quitina por minuto (Nahar et al., 2004).
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3.2.3 Determinacion de proteina

La determinacion de proteina se realizd por el método de Lowry-Peterson (1977),
empleando sero albumina bovina como estandar. EI método consistid en la adicién de 1 mL
de reactivo de Lowry A y 1 mL de muestra previamente centrifugada, se mezclaron y se
incubaron por 10 min a 30 °C, posteriormente se afiadieron 0.5 mL de reactivo B (Fenol-
Folin Ciocalteu en proporcion 1:1 con agua desionizada), se agito e incub6 por 30 min a 30
°C se determing la absorbancia a 750 nm.

3.2.4 Purificaciéon de la enzima CDA

El extracto crudo obtenido a las 96 horas, fue centrifugado a 10,000 rpm por 20 min a 4 °C
para la eliminacion de la biomasa, las proteinas presentes en el extracto enzimatico se
precipitaron con sulfato de amonio a un porcentaje de saturacion del 80 % (p v'') y se dejé
toda la noche en agitacion a 4 °C, posteriormente se centrifugd a 10,000 rpm durante 35
min, la fraccion precipitada fue solubilizada en amortiguador Bis-Tris-HCI, (20 mM, pH
5.8). ii) Cromatografia de exclusién molecular. La muestra proveniente de la precipitacion
con sulfato de amonio fue filtrada en membranas de 0.22 pm e inyectada en una columna
HiLoad™ 16/600, Superdex™ 200 prep grade, (GE Healthcare, EUA; 10 x 600 mm), a una
concentracion de 25 mg mL™, la elucion se llevé a cabo a temperatura ambiente, aplicando
un flujo isocratico (1.0 mL min™) de solucién amortiguadora de Bis-Tris-HCI, (20 mM, pH
5.8). La cromatografia se llevé a cabo en un FPLC (GE Healthcare, EUA, AKTApurifier,
UPC 900) que determin6 continuamente la absorbancia a 280 nm, se colectaron fracciones
de 5 mL. iii) Cromatografia de intercambio anionico de baja fuerza. Las fracciones que
presentaron actividad CDA fueron colectadas e inyectadas en una columna (Bio-Rad, EUA)
con DEAE Sepharosa (baja fuerza anionica), las proteinas fueron eluidas con un gradiente
lineal de NaCl (0-1 M) en amortiguador Tris-HCI 20 mM, pH 5.8, a un flujo de 0.5 mL
min™ a cada fraccion eluida se le determiné actividad CDA, las fracciones que presentaron
actividad CDA fueron colectadas y almacenadas a -80 °C para su liofilizacion. En cada
paso de purificacion fue determinada la actividad CDA vy el contenido de proteina.
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3.2.5 Determinacion del peso molecular y deteccion de la actividad CDA

La determinacion del peso molecular se realizd un anélisis electroforético de acuerdo al
método de Laemmli (1970), las muestras fueron calentadas a 100 °C por 10 min con -
mercaptoetanol y se aplicaron a geles de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE), la electroforesis se llevd a cabo a un voltaje constante de 150 V, la
muestra fue revelada mediante tincion de plata (Bio-Rad, nimero de catdlogo 161-
0449EDU), se emplearon marcadores de masa molecular de amplio intervalo (Bio-Rad,
Precision Plus Protein standards), las bandas fueron analizadas con el software Imagen Lab
(Bio-Rad). La deteccion de la actividad se realizd bajo condiciones semi nativas, las
muestras se pusieron en contacto con B-mercaptoetanol sin calentamiento y se aplicaron a
geles de acrilamida con adicién de etilenglicol quitina (0.01 %, p v'') (Trudel & Asselain,
1990), posteriormente el gel fue incubado por 24 h a 37 °C en un amortiguador de fosfatos
0.1 M pH 6 con Tritén X 100 (1 %, v v'Y), transcurrido este tiempo los geles se sumergieron
en un amortiguador Tris-HCI 0.5 M, pH 9 adicionado 0.01 % (v v) de blanco de
calcofluor (M2R, Sigma- Aldrich, USA), la actividad fue revelada en un transiluminador
UV (Gel Doc Bio-Rad, USA).

3.2.6 Caracterizacién de la enzima CDA

Diversos estudios han demostrado que las reacciones enzimaticas y los productos obtenidos
a menudo se ven afectados por diferentes factores: concentracion de enzima, tiempo de
incubacion, temperatura, pH, relacion enzima-sustrato (Whitaker, 1972), las cuales definen
el resultado de la reaccién. Estos factores determinan la velocidad de reaccion y pueden

influir en la especificidad de la enzima (Benitez et al., 2008).

Por lo cual se determinaron las condiciones 6ptimas de reaccion para la enzima, tales como
el pH, temperatura, tiempo de reaccién y concentracion de sustrato, las determinaciones se
llevaron a cabo utilizando etilenglicol quitina y quitosano reacetilado con un DA del 69 %
como sustrato, realizando las reacciones de acuerdo al método propuesto por Kauss &
Bauch (1988).
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3.2.6.1 Efecto del pH

El pH fue ajustado usando los siguientes amortiguadores: amortiguador de acido citrico-
citrato de sodio/HCI (pH 2-3), amortiguador de &cido citrico-citrato de sodio (pH 4-6),
amortiguador de fosfatos de sodio (pH 6-8), amortiguador de borato (pH 8-9), amortiguador
de tetraborato de sodio-NaOH (pH 9.5-10.5), amortiguador HPO4-NaOH (pH 11-12) y
amortiguador de KCI-NaOH (pH 12-13). Se utiliz6 amortiguador de boratos 50 mM, pH
8.5 como amortiguador base y éste fue ajustado con cada amortiguador segln el pH a
utilizar, el pH 6ptimo fue determinado usando una concentracion final de 20 mM para cada

amortiguador, tal como lo reporta Tokuyasu et al., (1996).

3.2.6.2 Efecto de la temperatura

La temperatura Optima de la enzima fue determinada probando temperaturas de 17-77 °C,
aumentando la temperatura en un orden de 10 en 10, en este experimento fue empleado el
amortiguador al pH que resulté ser el éptimo, utilizando como sustrato etilenglicol quitina
y quitosano reacetilado con un DA= 69 % a una concentracién de 1mg mL™, para cada

sustrato.

3.2.6.3 Tiempo de reaccion

Se probaron siete diferentes tiempos de incubacion siendo estos de 30 min, 1, 2, 4, 6,8y 24
h para determinar el tiempo de reaccion dptimo de la enzima para la desacetilacion de los

sustratos.

3.2.6.4 Determinacion de la concentracion 6ptima de sustrato

Este parametro fue determinado debido a que es bien sabido que la concentracion de la
enzima afecta principalmente en la velocidad inicial de la reaccion y que a mayor

concentracion de enzima mayor actividad catalitica (siempre y cuando haya suficiente

54



CAPITULO TRES

sustrato), por lo tanto la velocidad inicial varia con la concentracion del sustrato y enzima

afadidos.

La concentracion se determiné utilizando como sustrato etilenglicol quitina y quitosano
reacetilado con un DA=69 %, las concentraciones empleadas fueron de 2.5-12.5 mg mL™
aumentando esta concentracion en un orden de 2.5, tal como lo empleado por Pacheco et

al., (2013) y posteriormente se probaron concentraciones de 20 y 25 mg mL™.

3.2.7 Actividad desacetilasa sobre diferentes sustratos

La actividad de la enzima CDA de C. gloeosporioides fue estimada sobre diferentes
sustratos: quitosanos reacetilados con un DA= 57 y 69 %, &cido hialurénico comercial y
una suspension de quitina tratada con la técnica expansion rapida con fren mas fibrilacion
con un Fa-0.73. Los sustratos fueron adicionados a una concentracién de 12.5 mg mL™,
adicionando 0.15 U de enzima purificada, las reacciones enzimaticas se realizaron a las

condiciones de reaccion dptimas para la enzima.

Los productos de reaccion fueron purificados y liofilizados para la determinacion del DA 'y
del peso molecular. Para determinar el DA del quitosano después de la purificacion se
tomaron 10 mg de la muestra que fueron disueltos con agitacion magnética en 800 pL de
D20 + 5 uL de HCI (12 N) por 12 horas a temperatura ambiente. El analisis se realizé por
espectroscopia *H RMN (Bruker-Ultrashield™ 300, Alemania) a 300MHz, con HOD como
referencia interna, los espectros fueron analizados en el software SpinWorks 2.5. EI DA de
las muestras de quitosanos y del acido hialurénico se calcularon de acuerdo al método

descrito por Hirai et al., 1991.

Mientras que para el analisis de la quitina, después de la purificacién se tomaron 20 mg de
la muestra que fueron disueltos con agitacion magnética en 800 pL. de DCI (7.6 N en D0,
Euriso-Top) por 24 h a temperatura ambiente. El analisis se realizo por espectroscopia *H
RMN (Bruker, Spectrospin 300, Alemania) a 300MHz con é&cido 3- (trimetilsilil)
propiodnico deuterado (TMPS) como referencia interna. Las fracciones acetiladas (Fa) de la

quitina se calcularon de acuerdo al método descrito por Einbu & Varum (2008).
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3.2.7.1 Grado de desacetilacion de los quitosanos estimada por el modelo Gompertz

La relacion de grado de desacetilacion con la accion de las enzimas fue estimada por el
modelo Gompertz usando una regresion no lineal (STATISTICA Star Soft Inc.) de acuerdo

a la ecuacion (1)
P(t)= Pmaxexp [-bexp(-kt)] .......ccooviiiiiiiiit. (1)

Donde P(t) es el grado de desacetilacion de quitosano al tiempo (t) de reaccién con la
enzima: a es la maxima desacetilacion (%) al tiempo t—o0; b es una constate que relaciona
las condiciones iniciales cuando el tiempo es t=0, por lo que P(t)=Po=aexp (-b); k es la
relacién constante grado de desacetilacién (h™). La tasa maxima de desacetilacion (Vimax)
fue calculada del modelo como V;2x=0.368Pmaxk

3.2.8 Determinacidon del peso molecular

La determinacion se realiz6 por medio de cromatografia de exclusion molecular (SEC), el
4cido hialurénico comercial (H.T.M.), fue analizado en un HPLC Waters™ 717 plus
autosampler (Rev. 3.1), acoplado a un detector multiangulo, Wyatt Technology DAWN
EOS (refractometro Shimadzu/UFLC RID-10 A), usando 2 columnas: PL aquagel OH
mixed M 8um + PL aquagel OH mixed H 8um, a un flujo de 0.5 mL min™ a temperatura
ambiente (25 °C). Las muestras se disolvieron previamente en un amortiguador de fosfatos
0.1 M, pH 7.1 a una concentracién de 1 mg mL™, se dejaron disolviendo toda la noche y
posteriormente fueron filtradas en membranas de 0.45 pm. El estandar utilizado fue

Pullulant de 200 kDa. EL programa usado para el analisis fue Astra 6.1

Los quitosanos se analizaron en un HPLC DAWN HELEOS- Il Wyatt Technology,
acoplado a una bomba 1260 Agilent Infinity Technologies y a un autosampler 1260 ALS,
las muestras se desgasificaron en un VWR 2003, se usaron dos columnas: TSK- PWG 2500
+ TSK- PWG 6000 a 25 °C, la longitud de onda fue medida en un detector UV 1260 MWD
VL (A=280 nm) a un flujo de 0.5 mL min™. Las muestras se disolvieron previamente en un
amortiguador de acetatos 0.1 M, pH 4.5 a una concentracién de 1 mg mL™, se dejaron

disolviendo toda la noche y posteriormente fueron filtradas en membranas de 0.45 pm. El
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estandar utilizado fue Pullulant de 200 kDa. EL programa usado para el analisis fue Astra
6.1.2.84

3.2.9 Andlisis Estadistico

Los resultados fueron analizados con un analisis de varianza y comparacién multiple de
medias por Tukey Kramer, (p<0.05), con el fin de determinar diferencias significativas en
la produccién de CDA con las diferentes variantes realizadas en cada experimento y en el
DA de los productos obtenidos, usando el programa estadistico NCSS, 2007. Todos los

experimentos se hicieron por triplicado.

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.3.1 Purificacion y estimacion del peso molecular de la CDA.

La purificacion de la CDA del medio de cultivo de C. gloeosporioides usando diferentes
técnicas cromatograficas se encuentra resumida en la Tabla 3.1, después de los cuatro pasos
de purificacion se obtuvieron 8.5 veces mas de actividad especifica, con un rendimiento de
1.1 %, comparando estos resultados con lo reportado en la literatura, los valores obtenidos
en este trabajo para la actividad especifica (2.9 U mg de proteina™) al final de la
purificacion son mayores a los reportados para C. lindemuthianum (0.219 U mg de
proteina™; Tsigos & Bouriotis, 1995), pero similares a los obtenidos con S. brevicaulis
(2.58 U mg de proteina™; Cai et al., 2006) y con M. rouxii (2.96 U mg de proteina™
Kafetzopoulos et al., 1993), aunque cabe destacar que las actividades especificas obtenidas
antes de la purificacion son menores a las obtenidas en el presente trabajo lo que se debe al
sistema de produccion enzimética empleado reportado anteriormente por Ramos et al.,
2016 (Capitulo 2). Los perfiles cromatograficos de la purificacion se muestran en la Figura
3.1
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Tabla 3.1. Purificacion de la CDA de C. gloeosporioides

Proteina Actividad Actividad especifica o
Paso de _ Rendimiento  Factor de
L total total (unidades mg de L
purificacion ) 4 (%) purificacion
(mg)  (unidades) proteina™)
Extracto crudo 15616 5315.3 0.34 100 1
Precipitacion
(Sulfato de 1026 455.3 0.44 8.56 1.30
Amonio)
Exclusion
molecular
425 336.8 2.3 6.34 6.76
(Superdex
200)
Intercambio
ionico (DEAE  58.9 58.65 2.9 1.1 8.53
Sepharosa)
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Figura 3.1. Purificacion de la CDA. A) Purificacion de la enzima CDA en la columna HiLoad™ 16/600, Superdex™ 200
prep grade, (GE Healthcare, EUA). La muestra que contiene la CDA (5 mL, 25 mg de proteina) eluida a un flujo de 1 mL
min aparece en el tiempo de retencién 115-125 min, el contenido de proteina determiné por UV a 280 nm. B)
Purificacion de la enzima CDA en DEAE Sheparose (Bio-Rad). La muestra que contiene la CDA (0.5 mL), eluida aun

flujo de 1 mL min* aparece en tiempo de retencién 10-12 min, el contenido de proteina determiné por UV a 280 nm.

El peso molecular de la enzima purificada fue estimado en 50 kDa de acuerdo al SDS-

PAGE, Figura 3.2, en la literatura existen tres publicaciones donde obtienen pesos
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moleculares similares para la CDA, Desing & Siegrist, (1995), reportaron 5 isoformas de
una CDA extracelular de Uromyces viciae-fabae, presentando un peso de 48 kDa por SDS-
PAGE para una de las isoformas encontradas, Cai et al., (2006) purificaron una CDA de
Scopulariopsis brevicaulis obteniendo un peso de 55 kDa por SDS-PAGE vy por filtracion
cromatografica de gel, Kim et al., (2008) presentaron dos isoformas con un peso molecular
de una CDA de Mortierella sp. con un peso molecular de 50 y 59 kDa, , ambas enzimas

presentaron actividad a pH acidos (5.5).

La enzima de C. gloeosporioides presento actividad sobre etilenglicol quitina, tal como se
muestra en el zimograma, detectando una banda de actividad en la misma zona donde se
observa la banda de los 50 kDa en el SDS-PAGE, Figura 3.2b, observando que la banda

conforme al grado de purificacion se intensifica mas.

A kDa M E

C PM IA B EC PM 1A
25 -

150 |

100

75 |

50 - <«
37 | ‘

20

15

10

Figura 3.2. Determinacion de peso molecular (SDS-PAGE) y de actividad sobre etilenglicol quitina (Zimograma). A)

o

SDS-PAGE de la enzima en los diferentes pasos de purificacién, M: Marcador (Bio—Rad), EC: extracto crudo, PM:
Separacion de la muestra por peso molecular en la columna HiL.oad™ 16/600, Superdex™ 200 prep grade, (GE
Healthcare, EUA), 1A: separacion de la muestra por intercambio aniénico en la columna Biorad (EUA); B) Zimograma de
la enzima en los diferentes pasos de purificacion, EC: extracto crudo, PM: separacion de la muestra por peso molecular en
la columna HiL.oad™ 16/600, Superdex™ 200 prep grade, (GE Healthcare, EUA), IA: separacion de la muestra por

intercambio anidnico en la columna Biorad (EUA).
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3.3.2 Caracterizacion de la actividad CDA
3.3.2.1. Efecto del pH

El pH optimo de la enzima fue determinado en un intervalo de pH 2 hasta 12, las reacciones
se llevaron a cabo de acuerdo a la metodologia propuesta por Kauss & Bauch, (1988),
manteniendo constantes factores como temperatura (37 °C), sustrato: etilenglicol quitina y
quitosano reacetilado al 69 % (1 mg mL™), tiempo de reaccién (30 min), segtn lo reportado
por algunos autores (Tsigos & Boutiris, 1995; Pacheco et al.,, 2010). La actividad
enziméatica mostré una dependencia significativa de los valores de pH del medio de
reaccion (Figura 3.3). Cuando se emplea la etilenglicol quitina como sustrato, a pH 2 no se
presenta actividad, presentando actividad de pH 4 a 12, mientras que cuando se utiliza
quitosano reacetilado con un DA=69 % la enzima sélo presenta actividad en un pH de 2 a
6, aunque en ambos casos la reaccion se ve favorecida obteniendo la mayor actividad CDA
a pH 3, este resultado es justificable debido a que C. gloeosporioides fue aislado de frutos
citricos (limén variedad Eureka), por otra parte datos similares reporta Ghormade et al.,
(2010), para una CDA extracelular no purificada de M. anisopliae la cual mostré actividad
apH de 2.65, 3.8y 4.11.

La enzima no presentd inhibicion por el amortiguador de acetatos empleado, tal como fue
reportado por Tokuyasu et al. (1996) donde la CDA purificada del hongo fitopatégeno C.
lindemuthianum no presentd inhibicion por acetatos, mientras Kafetzopoulos et al. (1993) y
Nahar et al., 2004, mostraron que la CDA de M. anisopliae no fue inhibida en presencia de
acetato de sodio, Tsigos & Boutiris, (1995) tampoco presentaron en C. lindemuthianum
inhibicion por &cido acético. Ghormade et al., (2010), reportaron que las quitinas
desacetilasas que generalmente presentan inhibicidn por acetatos son las encontradas en el
periplasma mientras que la CDA extracelular no presentan ningin cambio en la actividad

con el uso de estos amortiguadores.
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Figura 3.3. Efecto del pH en la actividad CDA utilizando diferentes sustratos. Determinacion de pH 6ptimo empelando
como sustrato etilenglicol quitina a una concentracién de 1 mg mL™ (EGC, circulo sélido). Determinacién de pH éptimo
empelando como sustrato quitosano reacetilado con un DA=69 % a una concentracién de 1mg mL™ (QDA69%, circulo

vacio)

3.3.2.2 Efecto de la temperatura

La temperatura Optima fue determinada probando temperaturas de 17-77 °C (Gao et al.,
1995; Tokuyasu et al., 1996; Cai et al., 2006), utilizando el amortiguador de acido citrico-
citrato de sodio/HCI (pH 3), (de acuerdo a los resultados anteriores). De manera similar a
las reacciones quimicas, la velocidad de las reacciones catalizadas enzimaticamente se
incrementa con la temperatura (factor de 2% por cada 10 °C). Conforme aumenta la
temperatura, se transfiere mas energia cinética a las moléculas reactantes, resultando en un
mayor nimero de colisiones por unidad de tiempo, sin embargo este aumento también
resulta en la disminucion de la tasa de actividad causada por la termoestabilidad natural de

la proteina (Bisswanger, 2008).

La temperatura Optima obtenida fue de 37 °C, después la enzima comienza a perder

estabilidad, desnaturalizdndose y mostrando la pérdida gradual en la actividad CDA
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conforme la temperatura aumenta, tal como se muestra en la Figura 3.4. Resultados
similares se han obtenido con Rhizopus circinans en donde la temperatura dptima obtenida
fue de 37 °C, usando etilenglicol quitina como sustrato a un pH de 5.5 (Zhao et al., 2010).
Por otro parte Araki e Ito, (1975), han determinado la actividad desacetilasa de M. rouxii
incubado con diferentes sustratos a una menor temperatura (30 °C), mientras Nahar et al.,
también presentan actividad a los 30 °C de una CDA extracelular de M. anisopliae.

14 3.0

10

—©—  Actividad CDA (U mL ") con QDA69%
[ere)
®— Actividad CDA (U mL_l) con EGC

Temperatura (°C)

Figura 3.4. Efecto de la temperatura en la actividad CDA utilizando diferentes sustratos. a) Determinacion de temperatura
optima empelando como sustrato etilenglicol quitina a una concentracion de 1 mg mL™ (EGC, circulo sélido).
Determinacion de temperatura 6ptima empelando como sustrato quitosano reacetilado con un DA=69 % a una

concentracion de 1 mg mL™* (QDA69%, circulo vacio).

3.3.2.3 Efecto de la concentracion de sustrato
De acuerdo a los resultados obtenidos anteriormente, la determinacion se realiz6 empleando

como amortiguador acido citrico—citrato de sodio/HCI (pH 3), temperatura de 37 °C

durante 30 min, se probaron concentraciones de 2.5-25 mg mL™ de EGQ y de quitosano
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reacetilado al 69 % (QDA69%) (Win et al., 2001; Nahar et al., 2004; Beaney et al., 2007;
Pacheco et al., 2013). La méxima actividad obtenida fue de 6.97 U mL™ cuando la
concentracién de EGC es 10.5 mg mL™, posteriormente la enzima comienza a perder
actividad sobre el sustrato, mientras que para QDA69% se obtuvo una concentracion
méxima de sustrato de 12.5 mg mL™, obteniendo una actividad CDA de 8.8 U mL™, como
se observa en la Figura 3.5, no se presenta diferencia significativa entre la concentracion de
10.5 y 12.5 mg mL™ cuando el sustrato es la etilenglicol quitina asi como tampoco se
emplea el quitosano reacetilado a 12.5 y 15 mg mL™, por lo cual se decidié emplear para
los futuros experimentos la concentracion de 12.5 mg mL™ de sustrato, resultados similares
obtuvieron Pacheco et al., (2013) cuando utilizaron un quitosano reacetilado con un
extracto crudo obteniendo como maxima concentracion de sustrato 10.5 mg mL™ pero sin
encontrar diferencia significativa con 12.5 mg mL™. Es importante observar que en todas
las determinaciones anteriores, cuando se utilizé como sustrato el quitosano reacetilado con
DA=69 %, la actividad CDA aument6 de manera significativa (1.3 veces), por este sustrato
que por la etilenglicol quitina, resultados similares han sido presentados con una CDA del
basidiomiceto de F. velutipes, donde la enzima mostré cerca de 13 veces mas actividad
sobre un quitosano con un DA=30 % que con la etilenglicol quitina (Zhao et al., 2010),
mientras que Tokuyasu et al., (1996) reportan para C. lindemuthianum 1.4 veces mas
actividad con una quitina desacetilada soluble en agua y méas de dos veces con (GICNAC), y

(GIcNAC)s que cuando usaron etilenglicol quitina como sustrato.
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Figura 3.5. Efecto de la concentracion de sustrato en la actividad CDA utilizando diferentes sustratos. Determinacion de la
concentracion dptima de sustrato empelando etilenglicol quitina (EGC, circulo sélido). Determinacion de la concentracion
Optima de sustrato quitosano reacetilado con un DA=69 % (QDA69%, circulo vacio).

3.3.3 Actividad CDA sobre diferentes sustratos

La actividad de la CDA de C. gloeosporioides fue evaluada sobre cuatro sustratos
diferentes: dos quitosanos reacetilados con un DA=57 % y 69 %, &cido hialuronico
comercial (H.T.M) y una quitina tratada previamente con expansion rapida con fredn
(presion=40 bar y T=180 °C) mas fibrilacion con un F,=0.73, (Villa et al., 2016). La
quitina primeramente se traté en bafio de hielo en un sonicador vibra cell™ por 10 min en
el amortiguador de citratos/HCI pH 3, con la finalidad de obtener una suspension. Las
reacciones se llevaron a cabo con las mejores condiciones obtenidas para la enzima
purificada, utilizando 0.15 U de enzima y 12.5 mg mL™ para todos los sustratos empleados,

incubando a 37 °C por 30 min con agitacion magnética suave.

Los espectros de *H RMN mostraron tener los protones caracteristicos de cada sustrato
utilizado y asi se pudo calcular el %DA para las diferentes muestras (Anexo 4), los
resultados muestran que la enzima presentd actividad desacetilasa significativa para los
quitosanos reacetilados y la quitina pero no fue significativa para el acido hialurénico

comercial (Tabla 3.2).
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Tabla 3.2. Caracterizacion de los productos de reaccién: DA y peso molecular

Peso Peso
Molecular Molecular
DA (%) DDA (%) 5 DA (%) DDA (%) 5
Muestra (1x10°¢g (1x10° g
mol™) mol™)
Antes de reaccion Después de reaccion
Quitosano b b b
) 69.78+0.02¢ 30.2+0.022 3.96+3.92% 32.10+£1.86° 67.9+0.02° 1.73+2.87
reacetilado
Quitosano b b b
) 57.31+0.97% 42.69+0.97% 2.89+1.48%* 35.84+1.16° 64.16+0.97° 1.02+1.75
reacetilado
Acido

hialurénico  49.60+0.70* 50.40+0.70* 20.47+4.18%° 48.97+0.14% 51.03+0.142 ND

comercial

Quitina’ 73+0.042 27+0.042  12.9845.65% 54.04+0.03° 45.96+0.4° 10.48+4.65"

TQuitina tratada con expansién rapida con fredn y fibrilacion
Letras diferentes representan diferencia significativa, letras iguales no hay diferencia significativa (p<0.05)
ND: No determinado

La nula o poca actividad de la enzima sobre el &cido hialurénico puede deberse a la alta
viscosidad que presenté este sustrato a la concentracién de 12.5 mg mL™ en solucion,
(amortiguador de citratos, pH 3), por lo cual la disponibilidad del acido hialurénico para la
enzima como sustrato es reducida, en la actualidad no existe ningun reporte sobre la
desacetilacion de este sustrato pero problemas similares han sido reportados con diferentes
sustratos donde se presentaron problemas de solubilidad como en el caso de la quitina pura

lo que hace de estos sustratos no aptos para la enzima.

Para el caso de la quitina tratada quimicamente, se obtuvo un DDA=45.96 % siendo
significativamente diferente al inicial DDA=27 %, aumentando en un 19 % el DDA, siendo
mayor a lo reportado por Cai et al., (2006), quienes lograron desacetilar una quitina
obtenida de A. niger soluble en agua con quitosano obteniendo una disminucion del 16 %,
también presentan desacetilaciones del 3 % y 26 % para una quitina cristalina de camarén y

una quitina comercial respectivamente, es importante mencionar que en este trabajo se
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obtiene un DDA= 19 % empleando una concentracion de enzima de 0.15 U y 12.5 mg mL™
de sustrato, mientras Cai et al., (2006), utilizan una mayor cantidad de enzima y menor

cantidad de sustrato siendo estos de 12 U y 50 pg mL?, respectivamente.

Pacheco et al., (2013), reportan grados de acetilacién para diferentes quitinas con un
extracto crudo de C. gloeosporioides, obteniendo la mayor disminucién del DA para una
quitina desacetilada por microondas del 12 % y para hidrolizados de quitina del 24.6 %,
con la diferencia del tiempo de reaccion, ya que en este trabajo se presenta una disminucion
del 19 % en los primeros 30 min de reaccion, mientras que la reaccion presentada por

Pacheco et al., (2013), sobre los sustratos mencionados anteriormente es de 12 h.

Con la finalidad de observar el comportamiento de la desacetilacion y determinar la
méaxima actividad de la enzima sobre el mejor sustrato obtenido en este trabajo, se llevaron
a cabo reacciones a diferentes tiempos (5, 15, 30, 60, 120, 180 y 300 min) con el quitosano
con DDA=30.2 %, obteniendo la maxima desacetilacion estimada por Gompertz
(Pmax=68.59 %), con un ajuste del modelo de R?=99 %. Los resultados se presentan en la
Figura 3.6, donde se observa que la enzima comienza a desacetilar significativamente al
sustrato en los primeros 30 min, sin lograr una diferencia significativa de los 30 a los 300
min, (Anexo 5), lo que represento una estimacion de la velocidad de reaccion por Gompertz
(Vmax=2.4 % min™), se presenta ademas el comportamiento del pH, el cual disminuye (3.07
a 2.39) debido a la liberacion de acido acético (Gao et al., 1995; Zhao et al., 2010; Pacheco
et al., 2013) durante los primeros 30 min, manteniéndose constante hasta los 300 min de
reaccion lo que podria indicar que la enzima presenta inhibicion de la actividad por el
cambio de pH, ya que como se determinG anteriormente la enzima presentd menor
actividad desacetilasa a pH 2, asi mismo el peso molecular disminuye significativamente
durante los primeros 30 min, Pacheco et al., (2013) presenta una disminucion mayor en el
peso molecular de los sustratos empelados que lo reportado en este trabajo, lo cual se debe
a la accién de otras enzimas tales como las quitinas al emplear un extracto crudo, la
estimacion del %DA para los sustratos de este trabajo son similares a lo obtenido
experimentalmente obteniendo para el QDA69%=33.17 % a los 300 min, quitina tratada
previamente=41.63 % y 62.56% para QDA57 %, lo que afirma que la desacetilacion y la

disminucion del peso molecular son a casusa de la CDA purificada de C. gloeosporioides.
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Figura 3.6. Actividad CDA sobre quitosano reacetilado con un DDA=30.2 % a diferentes tiempos de reaccion. Grado de

desacetilacion del producto de reaccion obtenido (circulo sdlido), pH de la reaccion (equis). Peso molecular del producto
de reaccidn obtenido (triangulo sélido).

3.4 CONCLUSION

La enzima quitina desacetilasa de C. gloeosporioides al ser purificada aumenté 8.9 veces su
actividad con respecto al extracto crudo. La actividad de la enzima se determin6 sobre
diferentes sustratos, mostrando que tiene la capacidad de desacetilar una quitina tratada
previamente y quitosanos reacetilados bajo las condiciones que resultaron ser las dptimas
de pH, temperatura, relacion enzima-sustrato y tiempo de reaccion mostrando una
diferencia con respecto al DA del sustrato inicial de 19 % y 37 % respectivamente. Los
resultados indican que la enzima podria ser una alternativa para el proceso de
desacetilacion de quitosano, pudiendo asi controlar las condiciones de reaccién con la
finalidad de obtener productos mas reproducibles, ademas de tener condiciones de reaccion
mas amigables con el medio ambiente, aunque cabe destacar que en el caso de la quitina
actualmente nos enfrentamos al problema de la solubilidad y aunque la enzima no presenta
la misma eficacia que los métodos quimicos, podria ser un procedimiento complementario

disminuyendo el tratamiento actualmente usado.
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CONCLUSION GENERAL

Estos son los primeros estudios sobre la produccién de quitinas desacetilasas de C.
gloeosporioides en cultivo sumergido por lote alimentado con &cido abscisico afiadido
como inductor al sistema, lo que resulta de gran importancia debido a las aplicaciones

biotecnoldgicas en las que podrian emplearse estas enzimas.
Los resultados de este estudio permiten conocer las condiciones 6ptimas de reaccion de esta
enzimay al presentar actividad sobre diferentes sustratos abre la posibilidad de su uso en el

proceso de desacetilacion de quitina y quitosano por método biolégico.

Ademas de brindar conocimiento sobre la funcién bioldgica de las CDA, en la interaccion

hongo-hospedero.
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PERSPECTIVAS

Produccidén y purificacion de CDA a mayor escala para poder aplicarla a procesos de

desacetilacion.

Analisis del proteoma extracelular de C. gloeosporioides por medio de una electroforesis
bidimensional, con la mejor condicion obtenida, (con y sin &cido abscisico), con el fin de
determinar las proteinas que son expresadas al afiadir el inductor en el sistema de
produccion enzimatica. Las proteinas expresadas podrian ser identificadas mediante
técnicas como MALDI-TOF.

Realizacion de una cepa recombinante con la finalidad de sobre expresar los genes

responsables de la producciodn de las quitinas desacetilasas de C. gloeosporioides.
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ANEXOS

ANEXOS
1. DETERMINACION DE CDA.
Curva estandar para la determinacion de CDA

Los valores de absorbancia de las muestras se interpolaron para su cuantificaciéon en la
curva de calibracion, concentracion vs absorbancia que se realizé usando como patrén

glucosamina en concentraciones de 0.1 a 1 pg

0.14
0.12

0.1
0.08

0.06

0.04

Absorbancia 650nm

y =0.1092x
R?=0.99

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Glucosamina (pg/mL)

Figura 1.3. Curva estandar para la determinacion de CDA

La determinacion de CDA se realizé utilizando la ecuacién de la recta que esta dada por la

curva patron utilizada
Para la determinacion de la actividad volumétrica se utiliza la siguiente ecuacion:

(zmol / mL)(PM)
30 min

Actividad volumétrica = [=]u /mL
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ANEXOS

Preparacion de etilenglicol quitina.
Reactivos: Etilenglicol quitosano
Bicarbonato de sodio (NaHCO3)
Anhidrido acético (C4HgO3)

Mezclar por 24 h a 4 °C, 40 mg de etilenglicol quitosano con 400 mg de NaHCO3 mas 4.5
mL de C4H503.

Posteriormente adicionar 200 pL de C4HgO3 y seguir mezclando por 24 ha 4 °C

Pasadas las 24 h se dializa con agua destilada hasta que el agua de cambio no tenga olor al

C4HgO3 vy liofilizar
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ANEXOS

2. DETERMINACION DE PROTEINA
Reactivo Lowry modificado por Peterson (1977)

Solucidn 1: Se mezclan las soluciones a, b y ¢ y se aforan a 1 L, se preservan en frio y antes

de usar se calienta a 25-30 °C, hasta que observe que el SDS este en solucion nuevamente.

A) Solucién de carbonato de sodio/ tartrato de potasio (250 mL)
25 g de carbonato de sodio, (NaHCO3)
0.25 g de sulfato de cobre penta-hidratado, (CuSO,4- 5H,0)
0.5 g de tartrato de sodio y potasio, (KNaC4H4O¢ - 4H,0)

B) Solucién de dodecil sulfato de sodio (SDS)
Se disuelven 25 g de SDS en 250 mL de agua destilada.

C) Solucion de NaOH
Se disuelven 8 g de NaOH en 250 mL de agua destilada.

Solucidn 2: Se prepara diluyendo 1:1 del reactivo fenol Folin-Ciocaltieu con agua destilada,

se conserva en oscuridad, se prepara antes de su uso.

Curva estandar para la determinacion de proteina.

Los valores de absorbencia de las muestras se interpolaron para su cuantificacion en la
curva de calibracion, concentracion vs. Absorbancia que se realizd usando como patron

BSA en concentraciones de 100 a 1000 pg
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Figura 1.4. Curva estandar para la determinacion de proteina

La determinacion de proteina se realizo utilizando la ecuacion de la recta que esta dada por

la curva patrén utilizada.
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ANEXOS

3. Actividad CDA a pH constante de 3.5y 7
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Figura 2.7. Cinéticas de produccién de CDA de C. gloeosporioides manteniendo constante el pH del medio de cultivo. a)
pH=3.5, b) pH=7.
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ANEXOS

4. ESPECTROS DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (*H RMN) DE

LOS DIFERENTES SUSTRATOS EMPLEADOS

a
OH
NH, o o
HO
0 d © HO © I
NH w
OH 2\
R o CHy |
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L~
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1
A_J] || Ju
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Figura 3.7. Espectro de quitosano reacetilado con DA=69 %, utilizado como sustrato para las reacciones con la

enzima CDA (a); Producto de reaccién obtenido a los 30 min. de reaccion de la enzima CDA sobre quitosano (b),

(DA=32 %)



ANEXOS

Masivo
AyB

*HO

| LI
L_““(% P \\[%
| T | T | T | T | T T | T | T
7.0 6.0 50 4.0 30 20 1.0 0.0
ppm
Masivo o
AyB ju
[ —
..._—————J L“ — u-m
[ ' [ ' | ' | ' | ' [ [ ' [ '
ppm 70 6.0 50 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

Figura 3.8. Espectro de quitosano reacetilado con DA=57 %, utilizado como sustrato para la reaccion enzimatica (a);

Producto de reaccién obtenido a los 30 min de reaccion de la enzima CDA sobre quitosano (b), (DA= 35 %)
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Figura 3.10. Espectro de &cido hialurénico comercial (H.T.M), utilizado como sustrato para la reaccién enzimatica con
%DA=49.60 (a); Producto de reaccion obtenido a los 30 min de reaccion de la enzima CDA sobre el acido hialurénico (b)
(%DA=48.97)
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ANEXOS

5. ESPECTRO DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (*H RMN) A
DIFERENTES TIEMPOS DE REACCION, UTILIZANDO QUITOSANO
REACETILADO CON DA=69 % COMO SUSTRATO
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Figura 3.11. Espectros de los producto de reaccion obtenidos a los diferentes tiempos de reaccion: (a) 15 min, (b) 1 h,
(c) 2 h, (d) 3 h, (e) 5 h, sobre quitosano reacetilado al 69 %, obteniendo diferentes grados de acetilacion dependiendo

del tiempo de reaccidn.
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ANEXOS

ANALISIS ESTADISTICO

1. Fuentes de nitrogeno controles

Analysis of Variance Report

Response CDA
Tests of Assumptions Section
Test
Assumption Value
Skewness Normality of Residuals -7,3795
Kurtosis Normality of Residuals 5,6131
Omnibus Normality of Residuals 85,9640

Modified-Levene Equal-Variance Test 4,3065

Expected Mean Squares Section

Source Term
Term DF Fixed?
A: CONTROLES 3 Yes
S(A) 80 No

Prob
Level
0,000000
0,000000
0,000000
0,007214

Denominator
Term
S(A)

Note: Expected Mean Squares are for the balanced cell-frequency case.

Analysis of Variance Table

Source Sum of

Term DF Squares
(Alpha=0,05)

A: CONTROLES 3 20,54584

S(A) 80 141,1747

Total (Adjusted) 83 161,7205

Total 84

* Term significant at alpha=0,05

Response CDA
Kruskal-Wallis One-Way ANOVA on Ranks
Hypotheses

HO: All medians are equal.
Ha: At least two medians are different.
Test Results

Method DF
Not Corrected for Ties 3
Corrected for Ties 3
Number Sets of Ties 16
Multiplicity Factor 2874
Group Detail

Sum of
Group Count Ranks
SAC+(NH4)2504 21 802,50
SAC+AG 21 673,00
SAC+NaNO3 21 919,50
SAC+UREA 21 1175,00

Means and Effects Section

Term Count
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Mean

Square F-Ratio
6,848614 3,88
1,764683

Chi-Square Prob

Decision
(0,05)
Reject
Reject
Reject
Reject

Expected
Mean Square
S+sA

S(A)

Prob Power
Level

0,012074* 0,807274

H) Level Decision(0,05)
10,94962 0,012001 Reject HO
11,00298 0,011710 Reject HO
Mean
Rank Z-Value Median
38,21 -0,9297 0
32,05 -2,2674 0
43,79 0,2789 0,08
55,95 2,9182 0,34
Standard
Mean Error Effect
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All 84
A: CONTROLES

SAC+(NH4)2S04 21
SAC+AG 21
SAC+NaNO3 21
SAC+UREA 21

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test
Response: CDA
Term A: CONTROLES

-0,2253571

-1,044762
-0,1771429
0,1
0,2204762

0,2898836
0,2898836
0,2898836
0,2898836

Alpha=0,050 Error Term=S(A) DF=80 MSE=1,764683 Critical Value=3,7107

Group Count Mean
SAC+(NH4)2S04 21 -1,044762
SAC+AG 21 -0,1771429
SAC+NaNO3 21 0,1
SAC+UREA 21 0,2204762
Notes:

Different From

Groups

-0,2253571

-0,8194048
4,821429E-02
0,3253571
0,4458333

SAC+AG, SAC+NaNO3, SAC+UREA
SAC+(NH4)2504
SAC+(NH4)2504
SAC+(NH4)2504

This report provides multiple comparison tests for all pairwise differences between

the means.
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2. FUENTES DE NITROGENO CON HOJA DE LIMON

Analysis of Variance Report

Response CDAXx
Tests of Assumptions Section

Test Prob Decision
Assumption Value Level (0,05)
Skewness Normality of Residuals -5,8901 0,000000 Reject
Kurtosis Normality of Residuals 4,3357 0,000015 Reject
Omnibus Normality of Residuals 53,4922 0,000000 Reject
Modified-Levene Equal-Variance Test 3,4790 0,019699 Reject
Expected Mean Squares Section
Source Term Denominator  Expected
Term DF Fixed? Term Mean Square
A: MUESTRA_HL 3 Yes S(A) S+sA
S(A) 80 No S(A)

Note: Expected Mean Squares are for the balanced cell-frequency case.

Analysis of Variance Table

Source Sum of Mean Prob Power
Term DF Squares Square F-Ratio Level

(Alpha=0,05)
A: MUESTRA HL 3 4,558305 1,519435 2,84  0,043230* 0,660544
S(A) 80 42,8416 0,53552
Total (Adjusted) 83 47,39991
Total 84

* Term significant at alpha=0,05

Kruskal-Wallis One-Way ANOVA on Ranks
Hypotheses

HO: All medians are equal.

Ha: At least two medians are different.

Test Results
Chi-Square Prob

Method DF (H) Level Decision(0,05)
Not Corrected for Ties 3 2,061465 0,559748 Accept HO
Corrected for Ties 3 2,067493 0,558517 Accept HO
Number Sets of Ties 3
Multiplicity Factor 1728
Group Detail

Sum of Mean
Group Count Ranks Rank Z-Value Median
SAC+(NH4)2S504+HL 21 884,50 42,12 -0,0826 0,3158639
SAC+AG+HL 21 926,50 44,12 0,3512 0,2057047
SAC+NaNO3+HL 21 769,50 36,64 -1,2706 0,2374083
SAC+UREA+HL 21 989,50 47,12 1,0020 0,2485356
Means and Effects Section

Standard

Term Count Mean Error Effect
All 84 6,257672E-02 6,257672E-02
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A: MUESTRA_HL

SAC+(NH4)2S04+HL 21 -0,2649285 0,1596902 -0,3275052
SAC+AG+HL 21 0,268459 0,1596902 0,2058823
SAC+NaNO3+HL 21 -4,984416E-02  0,1596902 -0,1124209
SAC+UREA+HL 21 0,2966206 0,1596902 0,2340439

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Response: CDAX

Term A: MUESTRA HL

Alpha=0,050 Error Term=S(A) DF=80 MSE=0,53552 Critical Value=3,7107

Different From

Group Count Mean Groups
SAC+(NH4)2S04+HL 21 -0,2649285
SAC+NaNO3+HL 21 -4,984416E-02
SAC+AG+HL 21 0,268459

SAC+UREA+HL 21 0,2966206

Notes:

This report provides multiple comparison tests for all pairwise differences between
the means.
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3. FUENTES DE NITROGENO CON HOJA DE LIMON POR TIEMPOS

Analysis of Variance Report

Response CDAXx

Tests of Assumptions Section

Assumption

Skewness Normality of Residuals
Kurtosis Normality of Residuals
Omnibus Normality of Residuals
Modified-Levene Equal-Variance Test

Expected Mean Squares Section

Source

Term DF
A: TIEMPOXx 6
S(A) 77

Test
Value
-3,2666
4,0068
26,7252
18,1927

Term
Fixed?
Yes
No

Note: Expected Mean Squares are for the balanced cell-frequency case.

Analysis of Variance Table

Source Sum of

Term DF Squares
(Alpha=0,05)

A: TIEMPOX 6 24,69805

S(A) 77 22,70186

Total (Adjusted) 83 47,39991

Total 84

* Term significant at alpha=0,05

Kruskal-Wallis One-Way ANOVA on Ranks
Hypotheses

HO: All medians are equal.

Ha: At least two medians are different.

Test Results

Method DF
Not Corrected for Ties 6
Corrected for Ties 6
Number Sets of Ties 3
Multiplicity Factor 1728
Group Detail

Sum of
Group Count Ranks
0 12 222,00
24 12 138,00
48 12 397,00
72 12 862,00
96 12 638,00
120 12 707,00
144 12 606,00

Means and Effects Section
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Prob Decision

Level (0,05)

0,001089 Reject

0,000062 Reject

0,000002 Reject

0,000000 Reject

Denominator  Expected

Term Mean Square

S(A) S+sA

S(A)

Mean Prob Power
Square F-Ratio Level
4,116342 13,96  0,000000* 1,000000
0,2948293
Chi-Square Prob
(H) Level Decision(0,05)
59,16106 0,000000 Reject HO
59,33408 0,000000 Reject HO
Mean
Rank Z-Value Median
18,50 -3,6814 0
11,50 -4,7552 -0,9065478
33,08 -1,4445 0,2079685
71,83 4,4995 0,4477744
53,17 1,6362 0,2966135
58,92 2,5182 0,3650933
50,50 1,2271 0,2380483
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Standard
Term Count Mean Error Effect
All 84 6,257672E-02 6,257672E-02
A: TIEMPOXx
0 12 0 0,1567454 -6,257672E-02
24 12 -1,170985 0,1567454 -1,233561
48 12 -0,0376252 0,1567454 -0,1002019
72 12 0,5574763 0,1567454 0,4948996
96 12 0,3180418 0,1567454 0,2554651
120 12 0,4286408 0,1567454 0,3660641
144 12 0,3424878 0,1567454 0,2799111

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Response: CDAX

Term A: TIEMPOx

Alpha=0,050 Error Term=S(A) DF=77 MSE=0,2948293 Critical Value=4,2818

Different From

Group Count Mean Groups
24 12 -1,170985 48, 0, 96, 144, 120, 72
48 12 -0,0376252 24

0 12 0 24

96 12 0,3180418 24

144 12 0,3424878 24

120 12 0,4286408 24

72 12 0,5574763 24

Notes:

This report provides multiple comparison tests for all pairwise differences between
the means.

4. FUENTES DE CARBONO CONTROLES
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Analysis of Variance Report

Response CDAXX
Tests of Assumptions Section

Test
Assumption Value
Skewness Normality of Residuals -4,4339
Kurtosis Normality of Residuals 2,8032
Omnibus Normality of Residuals 27,5168
Modified-Levene Equal-Variance Test 0,1703
Expected Mean Squares Section
Source Term
Term DF Fixed?
A: MUESTRA 3 Yes
S(A) 80 No

Note: Expected Mean Squares are for the balanced cell-frequency case.

Analysis of Variance Table

Source Sum of

Term DF Squares
(Alpha=0,05)

A: MUESTRA 3 1,966156

S(A) 80 15,14133

Total (Adjusted) 83 17,10749

Total 84

* Term significant at alpha=0,05

Kruskal-Wallis One-Way ANOVA on Ranks
Hypotheses

HO: All medians are equal.

Ha: At least two medians are different.

Test Results

Method DF
Not Corrected for Ties 3
Corrected for Ties 3
Number Sets of Ties 12
Multiplicity Factor 3024
Group Detail

Sum of
Group Count Ranks
GLC+AG 21 1029,50
GLC+UREA 21 691,50
SAC+AG 21 677,50
SAC+UREA 21 1171,50

Means and Effects Section

Term Count
All 84

A: MUESTRA

GLC+AG 21
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Prob Decision

Level (0,05)

0,000009 Reject

0,005061 Reject

0,000001 Reject

0,916175 Accept

Denominator  Expected

Term Mean Square

S(A) S+sA

S(A)
Mean Prob Power
Square F-Ratio Level
0,6553853 3,46  0,020094* 0,756055
0,1892667
Chi-Square Prob
H) Level Decision(0,05)
14,66475 0,002127 Reject HO
14,73996 0,002053 Reject HO
Mean
Rank Z-Value Median
49,02 1,4152 0,12
32,93 -2,0763 0
32,26 -2,2210 0
55,79 2,8821 0,34
Standard
Mean Error Effect

4,642857E-03

6,952381E-02

9,493523E-02

4,642857E-03

6,488095E-02
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GLC+UREA 21 -9,428571E-02  9,493523E-02
SAC+AG 21 -0,1771429 9,493523E-02
SAC+UREA 21 0,2204762 9,493523E-02

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Response: CDAxXx

Term A: MUESTRA

Alpha=0,050 Error Term=S(A) DF=80 MSE=0,1892667 Critical Value=3,7107

Different From

Group Count Mean Groups

SAC+AG 21 -0,1771429 SAC+UREA
GLC+UREA 21 -9,428571E-02 SAC+UREA

GLC+AG 21 6,952381E-02

SAC+UREA 21 0,2204762 SAC+AG, GLC+UREA
Notes:

This report provides multiple comparison tests for all pairwise differences between
the means.
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5. INDUCTORES

Analysis of Variance Report

Response CDAXxx
Tests of Assumptions Section
Test Prob Decision

Assumption Value Level (0,05)
Skewness Normality of Residuals -12,2909 0,000000 Reject
Kurtosis Normality of Residuals 9,1887 0,000000 Reject
Omnibus Normality of Residuals 235,4997 0,000000 Reject
Modified-Levene Equal-Variance Test 23,8081 0,000000 Reject

Expected Mean Squares Section

Source Term Denominator  Expected

Term DF Fixed? Term Mean Square

A: INDUCTOR 5 Yes S(A) S+sA
S(A) 200 No S(A)

Note: Expected Mean Squares are for the balanced cell-frequency case.

Analysis of Variance Table

Source Sum of Mean Prob Power
Term DF Squares Square F-Ratio Level (Alpha=0,05)
A: INDUCTOR 5 2,328075 0,4656151 1,89  0,097273  0,634917
S(A) 200 49,2228 0,246114
Total (Adjusted) 205 51,55088
Total 206
* Term significant at alpha=0,05
Response CDAXxx
Kruskal-Wallis One-Way ANOVA on Ranks
Hypotheses

HO: All medians are equal.
Ha: At least two medians are different.

Test Results
Chi-Square Prob

Method DF H) Level Decision(0,05)
Not Corrected for Ties 5 21,54423 0,000639 Reject HO
Corrected for Ties 5 22,5916 0,000404 Reject HO
Number Sets of Ties 12
Multiplicity Factor 405270
Group Detail
Sum of Mean
Group Count Ranks Rank Z-Value Median
ABA 16 1846,00 115,38 0,8297 0,4204888
AG3 40 5103,50 127,59 2,8469 0,0975
GLUCOSAMINA 40 4118,00 102,95 -0,0650 0,053
HL 30 3287,50 109,58 0,6047 3,344903E-02
IAA 40 2729,50 68,24 -4,1677 0
NacGlc 40 4236,50 105,91 0,2851 6,446105E-02

Means and Effects Section
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Standard
Term Count Mean Error Effect
All 206 1,001919E-02 -2,474478E-02
A: INDUCTOR
ABA 16 -0,3508081 0,1240247 -0,3260633
AG3 40 0,06605 7,844011E-02  9,079478E-02
GLUCOSAMINA 40 0,042125 7,844011E-02 6,686978E-02
HL 30 4,166941E-02 9,057483E-02 6,641418E-02
IAA 40 0,007875  7,844011E-02  3,261978E-02
NacGlc 40 4,462002E-02 7,844011E-02  0,0693648

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Response: CDAXxx

Term A: INDUCTOR

Alpha=0,050 Error Term=S(A) DF=200 MSE=0,246114 Critical Value=1,9719

Different From

Group Count Mean Groups

ABA 16 -0,3508081 IAA, HL, GLUCOSAMINA, NacGlc, AG3
IAA 40 0,007875 ABA

HL 30 4,166941E-02 ABA

GLUCOSAMINA 40 0,042125 ABA

NacGlc 40 4,462002E-02 ABA

AG3 40 0,06605 ABA

Notes:

This report provides multiple comparison tests for all pairwise differences between

the means.

6. MEDIO GAM Y GAM CON ABA

101



ANEXOS

Analysis of Variance Report

Response CDAXXXXX
Tests of Assumptions Section

Test
Assumption Value
Skewness Normality of Residuals -1,2710
Kurtosis Normality of Residuals 0,8272
Omnibus Normality of Residuals 2,2996
Modified-Levene Equal-Variance Test 0,0103
Expected Mean Squares Section
Source Term
Term DF Fixed?
A: MUESTRAX 1 Yes
S(A) 42 No

Note: Expected Mean Squares are for the balanced cell-frequency case.

Analysis of Variance Table

Source Sum of

Term DF Squares
(Alpha=0,05)

A: MUESTRAX 1 1,755037

S(A) 42 8,296167

Total (Adjusted) 43 10,0512

Total 44

* Term significant at alpha=0,05

Response CDAXXXXX

Kruskal-Wallis One-Way ANOVA on Ranks

Hypotheses

HO: All medians are equal.

Ha: At least two medians are different.

Test Results

Method DF

Not Corrected for Ties 1

Corrected for Ties 1

Number Sets of Ties 6

Multiplicity Factor 1038

Group Detail Sum of

Group Count Ranks

GAM 21 380,50

GAM + ABA 23 609,50

Means and Effects Section

Term Count

All 44

A: MUESTRAX

GAM 21

GAM + ABA 23

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test
Response: CDAXXXXX
Term A: MUESTRAX
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Prob Decision
Level (0,05)
0,203743 Accept
0,408122 Accept
0,316700 Accept
0,919686 Accept
Denominator  Expected
Term Mean Square
S(A) S+sA
S(A)
Mean Prob Power
Square F-Ratio Level
1,755037 8,89  0,004767* 0,829456
0,1975278
Chi-Square Prob
H) Level Decision(0,05)
4,673016 0,030640 Reject HO
4,730691 0,029629 Reject HO
Mean
Rank Z-Value Median
18,12 -2,1617 0,12
26,50 2,1617 0,4841123
Standard
Mean Error Effect
0,266631 0,2575435
5,761905E-02  9,698498E-02  -0,1999245
0,457468 9,267236E-02  0,1999245



ANEXOS

Alpha=0,050 Error Term=S(A) DF=42 MSE=0,1975278 Critical Value=2,8540

Different From

Group Count Mean Groups
GAM 21 5,761905E-02 GAM + ABA
GAM + ABA 23 0,457468 GAM

Notes:

This report provides multiple comparison tests for all pairwise differences between
the means.

7. LOTES ALIMENTADOS

103



ANEXOS

Response CDAXXXX
Tests of Assumptions Section
Assumption

Skewness Normality of Residuals
Kurtosis Normality of Residuals
Omnibus Normality of Residuals

Modified-Levene Equal-Variance Test

Expected Mean Squares Section
Source

Term

A: SISTEMA

S(A)

Analysis of Variance Report

Test
Value

-0,3917
0,2470
0,2144
7,5236

Term
DF
1 Yes
58 No

Fixed?

Prob Decision
Level (0,05)
0,695279 Accept
0,804920 Accept
0,898332 Accept
0,008088 Reject
Denominator  Expected

Term
S(A)

Note: Expected Mean Squares are for the balanced cell-frequency case.

Analysis of Variance Table

Source Sum of

Term DF Squares
(Alpha=0,05)

A: SISTEMA 1 22,63744

S(A) 58 50,75057

Total (Adjusted) 59 73,38802

Total 60

* Term significant at alpha=0,05

Response CDAXXXX

Kruskal-Wallis One-Way ANOVA on Ranks

Hypotheses
HO: All medians are equal.
Ha: At least two medians are different.

Test Results

Method

Not Corrected for Ties
Corrected for Ties

Number Sets of Ties
Multiplicity Factor

Group Detail

Group Count
GAM+GAM 31
GAM+GAM+I 29

Means and Effects Section
Term

All

A: SISTEMA

GAM+GAM
GAM+GAM+I

o o

Sum of
Ranks
663,00
1167,00

Count

60

31
29

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Response: CDAXXXX
Term A: SISTEMA
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Mean
Square

22,63744
0,8750099

Chi-Square
(H)
17,46339
17,46339

Mean
Rank
21,39
40,24

Mean
1,332325

0,73823
1,967393

Mean Square
S+sA
S(A)
Prob Power
F-Ratio Level
25,87 0,000004* 0,998820
Prob
Level Decision(0,05)
0,000029 Reject HO
0,000029 Reject HO
Z-Value Median
-4,1789 0,6531598
4,1789 2,164502
Standard
Error Effect
1,352811
0,1680063 -0,6145814
0,1737031 0,6145814
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Alpha=0,050 Error Term=S(A) DF=58 MSE=0,8750099 Critical Value=2,8309

Different From

Group Count Mean Groups
GAM+GAM 31 0,73823 GAM+GAM+I
GAM+GAM+I 29 1,967393 GAM+GAM
Notes:

This report provides multiple comparison tests for all pairwise differences between

the means.

8. REACCIONES CON QUITOSANO CON DA=69 %, A LOS DIFERENTES
TIEMPOS DE REACCION

105



ANEXOS

Analysis of Variance Report

Response CDA
Tests of Assumptions Section Test Prob Decision
Assumption Value Level (0,05)
Skewness Normality of Residuals -1,5183 0,128948 Accept
Kurtosis Normality of Residuals 1,2228 0,221417 Accept
Omnibus Normality of Residuals 3,8003 0,149547 Accept
Modified-Levene Equal-Variance Test
Expected Mean Squares Section
Source Term Denominator  Expected
Term DF Fixed? Term Mean Square
At rxn 6 Yes S(A) S+sA
S(A) 8 No S(A)
Note: Expected Mean Squares are for the balanced cell-frequency case.
Analysis of Variance Table
Source Sum of Mean Prob Power
Term DF Squares Square F-Ratio Level
(Alpha=0,05)
At rxn 6 2519,713 419,9521 313,67  0,000000* 1,000000
S(A) 8 10,71072 1,33884
Total (Adjusted) 14 2530,424
Total 15
* Term significant at alpha=0,05
Kruskal-Wallis One-Way ANOVA on Ranks
Hypotheses
HO: All medians are equal.
Ha: At least two medians are different.
Test Results
Chi-Square Prob
Method DF (H) Level Decision(0,05)
Not Corrected for Ties 6 10,46667 0,006326 Reject HO
Corrected for Ties 6 10,46667 0,006326 Reject HO
Number Sets of Ties 0
Multiplicity Factor 0
Group Detail
Sum of Mean
Group Count Ranks Rank Z-Value Median
0 2 29,00 14,50 2,2079 69,65
15 2 25,00 12,50 1,5286 44,52
30 3 22,00 7,33 -0,2887 32,98
60 2 13,00 6,50 -0,5095 31,82
1202 16,00 8,00 0,0000 32,225
180 2 5,00 2,50 -1,8683 31,05
300 2 10,00 5,00 -1,0190 31,26
Means and Effects Section
Standard
Term Count Mean Error Effect
All 15 38,49067 38,9469
At rxn
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0 2
15 2
30 3
60 2
120 2
180 2
300 2

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Response: DA
Term A: t_rxn

69,65
44,52
32,10333
31,82
32,225
31,05
31,26

0,8181808
0,8181808
0,6680418
0,8181808
0,8181808
0,8181808
0,8181808

Alpha=0,050 Error Term=S(A) DF=8 MSE=1,33884 Critical Value=5,3991

Group
180 2
300 2
60 2
30 3
1202
15 2
0 2

Notes:

This report provides multiple comparison tests for all pairwise differences between

the means.

Count
31,05
31,26
31,82
32,10333
32,225
44,52
69,65

Different From

Mean
15,0
15,0
15,0
15,0
15,0

Groups

180, 300, 60, 30, 120, 0

180, 300, 60, 30, 120, 15

30,70309

5,573095

-6,843572
-7,126905
-6,721905
-7,896905
-7,686905

9. REACCION CON QUITOSANO CON DA=57 % A LOS 30 MIN DE

REACCION
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Analysis of Variance Report

Response %DA
Tests of Assumptions Section ~ Test  Prob  Decision

Assumption Value Level
Skewness Normality of Residuals 0,0000

Kurtosis Normality of Residuals 1,000000
Omnibus Normality of Residuals

Modified-Levene Equal-Variance Test 2,7082 0,175179
Expected Mean Squares Section

Source Term Denominator
Term DF Fixed?

At RNX 1 Yes

S(A) 4 No

Note: Expected Mean Squares are for the balanced cell-frequency case.

Analysis of Variance Table

Source Sum of Mean

Term DF Squares Square F-Ratio
(Alpha=0,05)

A: t_RNX 1 678,4067 678,4067 989,46

S(A) 4 2,742533 0,6856334

Total (Adjusted) 5 681,1492

Total 6

* Term significant at alpha=0,05

Kruskal-Wallis One-Way ANOVA on Ranks
Hypotheses

HO: All medians are equal.

Ha: At least two medians are different.

(0,05)

Accept

Accept

Expected

Term Mean Square

S(A) S+sA
S(A)

Prob Power
Level

0,000006* 1,000000

Test Results Chi-Square Prob
Method DF (H) Level Decision(0,05)
Not Corrected for Ties 1 3,857143 0,049535 Reject HO
Corrected for Ties 1 3,970588 0,046302 Reject HO
Number Sets of Ties 1
Multiplicity Factor 6
Group Detail
Sum of Mean
Group Count Ranks Rank Z-Value Median
0 3 15,00 5,00 1,9640 57
30 3 6,00 2,00 -1,9640 35,92
Means and Effects Section Standard
Term Count Mean Error Effect
All 6 46,47 46,47
A:t_ RNX
0 3 57,10333  0,4780632 10,63333
30 3 35,83667  0,4780632 -10,63333

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test
Response: X_DA
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Term A: t_ RNX
Alpha=0,050 Error Term=S(A) DF=4 MSE=0,6856334 Critical Value=3,9263

Different From

Group Count Mean Groups
30 3 35,83667 0

0 3 57,10333 30
Notes:

This report provides multiple comparison tests for all pairwise differences between
the means.

10. REACCION CON HA A LOS 30 MIN

Analysis of Variance Report
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Response DAXxx
Tests of Assumptions Section

Assumption

Skewness Normality of Residuals
Kurtosis Normality of Residuals
Omnibus Normality of Residuals
Modified-Levene Equal-Variance Test

Expected Mean Squares Section

Source

Term DF
A tx 1
S(A) 2

Test
Value
0,0000

Term
Fixed?
Yes
No

Prob Decision
Level (0,05)
1,000000 Accept
Denominator  Expected

Term
S(A)

Note: Expected Mean Squares are for the balanced cell-frequency case.

Analysis of Variance Table

Source Sum of

Term DF Squares
(Alpha=0,05)

A tx 1 0,4624

S(A) 2 0,0701

Total (Adjusted) 3 0,5325

Total 4

* Term significant at alpha=0,05

Kruskal-Wallis One-Way ANOVA on Ranks
Hypotheses

HO: All medians are equal.

Ha: At least two medians are different.

Test Results

Method DF
Not Corrected for Ties 1
Corrected for Ties 1
Number Sets of Ties 0
Multiplicity Factor 0
Group Detail

Sum of
Group Count Ranks
0 2 7,00
30 2 3,00

Means and Effects Section

Term

All

A: tx

0

30

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test
Response: DAXX

Term A: tx

Count

N

110

Mean
Square

0,4624
0,03505

Chi-Square
(H)
2,4
2,4

Mean
Rank
3,50
1,50

Mean
49,415

49,755
49,075

Mean Square

S+sA
S(A)

Prob

F-Ratio Level

Power

13,19  0,068143  0,500642

Prob
Level
0,121335
0,121335

Z-Value
1,5492
-1,5492

Standard
Error

0,132382
0,132382

Decision(0,05)
Accept HO
Accept HO

Median
49,755
49,075

Effect
49,415

0,34
-0,34



ANEXOS

Alpha=0,050 Error Term=S(A) DF=2 MSE=0,03505 Critical VValue=6,0849

Different From

Group Count Mean Groups
30 2 49,075

0 2 49,755

Notes:

This report provides multiple comparison tests for all pairwise differences between
the means.

11. REACCION CON QUITINA TRATADA CON EXPANSION RAPIDA CON FREON
Y FIBRILADO A LOS 300 MIN DE REACCION.

Analysis of Variance Report
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ANEXOS

Response DAX
Tests of Assumptions Section
Test Prob

Assumption Value Level
Skewness Normality of Residuals 0,0000
Kurtosis Normality of Residuals 1,000000
Omnibus Normality of Residuals
Modified-Levene Equal-Variance Test

Expected Mean Squares Section
Source Term Denominator
Term DF Fixed? Term
At 1 Yes S(A)
S(A) 2 No

Note: Expected Mean Squares are for the balanced cell-frequency case.

Analysis of Variance Table

Source Sum of Mean

Term DF Squares Square F-Ratio
(Alpha=0,05)

At 1 258,5664 258,5664 76,34

S(A) 2 6,7744 3,3872

Total (Adjusted) 3 265,3408

Total 4

* Term significant at alpha=0,05

Kruskal-Wallis One-Way ANOVA on Ranks
Hypotheses

HO: All medians are equal.

Ha: At least two medians are different.

Test Results
Chi-Square Prob

Decision
(0,05)

Accept

Expected
Mean Square
S+sA

S(A)

Prob Power
Level

0,012848* 0,977010

Method DF (H) Level Decision(0,05)
Not Corrected for Ties 1 2,4 0,021335 Reject HO
Corrected for Ties 1 2,4 0,021335 Reject HO
Number Sets of Ties 0
Multiplicity Factor 0
Group Detail

Sum of Mean
Group Count Ranks Rank Z-Value Median
0 2 7,00 3,50 1,5492 69,96
300 2 3,00 1,50 -1,5492 53,88
Means and Effects Section

Standard

Term Count Mean Error Effect
All 4 61,92 61,92
At
0 2 69,96 1,301384 8,04
300 2 53,88 1,301384 -8,04
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ANEXOS

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Response: DAX
Term A: t

Alpha=0,050 Error Term=S(A) DF=2 MSE=3,3872 Critical Value=6,0849

Different From

Group Count Mean Groups
300 2 53,88 0

0 2 69,96 300
Notes:

This report provides multiple comparison tests for all pairwise differences between
the means.
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